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Untersuchungen tiber die Bedeutung der Kalksalze fiir 
den wachsenden Organismus. 


Von 


Hans Aron und Robert Sebauer. 


(Aus dem physiologischen Institut der Konig]. Tierarztlichen Hochschule 
in Berlin.) 


/ Jingegangen am 15, Dezember 1907.) 


Woh! kein fiir den Koérperaufbau notwendiger Aschebestand- 
teil wird dem wachsenden Siugetier mit der Nahrung in so ver- 
haltnismaBig knapper Menge zugefiihrt wie der Kalk. Man hat 
daher auch schon mehrmals untersucht, welchen Einfiu®B eine 
Ernahrung mit einem kalkarmen Futter auf das wachsende Tier 
zur Folge hat. Vor allem war es immer die Frage nach der 
atiologischen Bedeutung des Kalkmangels fiir gewisse Knochen- 
erkrankungen wie Rachitis, Osteomalacie usw., die zu Versuchen 
in dieser Richtung AnlaB gegeben hat. Die wichtigsten dieser 
Untersuchungen seien im folgenden kurz genannt: Weiske!) hat 
bei Versuchen an Ziegen und in einer zweiten Untersuchung in 
Gemeinschaft mit Wildt?) an wachsenden Lammern bei kalk- 
armer Ernihrung keine Erscheinungen von Knochenerkrankungen 
beobachten kénnen und die Knochen der kalkarm ernihrten 
Tiere im wesentlichen ebenso zusammengesetzt gefunden wie 
die der kalkreich ernahrten. Zu abweichenden Versuchsergeb- 
nissen gelangten mehrere andere Autoren: Roloff*) hat bei 
Hunden, die mit einer sehr kalkarmen Mischung von Fleisch, 
Stirke, Ol und Zucker gefiittert wurden, Veranderungen be- 


1) Zeitschr. f. Biol. 7, 333; 10, 410. 
2) Zeitschr. f. Biol. 9, 541. 
8) Arch. f. wissenschaftl. prakt. Tierheilk. 1, 189; 5, 152. 


Biochemische Zeitschrift Band VIII. 
























Aron und Robert Sebaue: 





Hans 


obachtet, die er als rachitisch beschreibt, wahrend unter gleichen 
sedingungen gehaltene und abgesehen von einer Kalkbeigabe in 
gleicher Weise ernihrte Hunde irgendwelche krankhaften Ver 
iinderungen nicht erkennen lieBen. Ahnliche Resultate erhielt 
er bei Versuchen an Schweinen, wiihrend solche bei Pflanzen 
fressern (Schaf- und Ziegenliimmern) zu keinem Resultat fiihrten, 

weil diese Tiere das ihnen gebotene kalkarme Futter nicht auf 

nahmen. 

Ebenso wie Roloff konnte dann Voit!) krankhafte Ver 
inderungen bei jungen Hunden durch Verabreichung kalkarmen 
Futters erzeugen. Aus seinen Versuchen schlieBt Voit, daf 
junge Tiere bei kalkarmem, aber sonst ausreichendem Futter in 
normaler Weise an Gewicht zunehmen, daB aber infolge des 
Kalkmangels alle diejenigen Erscheinungen an den Knochen auf- 
treten, welche man als rachitisch bezeichnet. Im wesentlichen 
mit diesem iibereinstimmend war das Resultat eines Versuches 
von Baginski*®). St6éltzner und Salge*) beobachteten bei 
einem jungen Hunde grofer Rasse, der 8 Wochen mit Pferde- 
fleisch und Speck gefiittert wurde, Veranderungen an den 
Knochen, die sie als pseudorachitische Osteoporose be 
zeichnen, weil die Verinderungen an Periost und Knorpel den 
bei der Rachitis vorhandenen in auffallender Weise aihnlich ge- 
wesen wiren, an der Corticalis dagegen osteoporotische Prozesse 
bestanden hatten. Und schlieBlich sehen Reimers und Boye‘) 
die auf gleichem Wege erzeugten Knochenveriinderungen als 
Osteoporose an. 

DaB durch zu geringe Kalkzufuhr das Skelettsystem wachsen- 
der Tiere, wie das ja auch kaum anders erwartet werden kann, 
Schadigungen erleidet, geht aus diesen Versuchen zur Evidenz 
hervor. Aber welcher Art diese Verinderungen sind, dariiber 
sind die Ansichten recht geteilt. Von den meisten werden sie 
als rachitisch, von einigen aber als osteoporotisch, von anderen 
wieder als pseudorachitisch angesehen. Aber erst die exakte 
Entscheidung, welcher Art die Verinderungen sind, die das 





1) Zeitschr. f. Biol. 16, 55. 
Virchows Archiv 87, 310. 
Beitrige z. Pathologie des Knochenwachstums. Kap. V. Berlin 


1901. 


4) Centralbl.. f. inn. Med. 1905. Nr. 39. 
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Skelettsystem wachsender Tiere durch eine zu geringe Kalk 
zufuhr erleidet, liefert die Grundlage fiir die Beantwortung 
der wichtigen Frage, ob Kalkarmut als itiologisches Moment 
fiir bestimmte Erkrankungen der Knochen in Betracht kommen 
kann. Da nun die genannten, meist pathologisch-anatomischen 
Untersuchungen kein definitives Resultat geliefert haben, haben 
wir unser Augenmerk vor allem darauf gericlitet, die Knochen 
ebenso wie einen Teil der Organe unserer Tiere chemisch zu 
analysieren. Ejinmal erhalten wir so einen objektiven zahlen 
miBigen Befund, der um so wertvoller ist, als wir zum Vergleich 
die diuferst umfassenden Untersuchungen iiber die chemische 
Verinderung rachitischer Knochen von Brubacher') heran- 
ziehen kénnen. Dann wird uns auch die chemische Unter- 
suchung iiber die Natur der entstandenen Veriinderungen unter- 
richten kénnen: Ob vielleicht ein normal zusammengesetzte: 
Knochen aber in verringerter Menge entstanden ist, wie das der 
eine von uns (A.) z. B. bei der Knochenbriichigkeit (,,Lecksucht“ ) 
der Rinder beobachtet hat®), oder ob eine Anderung in de: 
chemischen Zusammensetzung des Knochens eingetreten ist, ob 
Wasser-, Ossein-, Asche-, Kalkgehalt gegen die Norm verandert 
sind. Und es ist dann vor allen Dingen interessant, festzustellen. 
wieweit diese Veriinderungen denen gleichen, die Brubache: 
bei der Rachitis gefunden hat. 

Aber noch einen zweiten Punkt wollen wir in Betracht 
ziehen. Der Kalk ist ja nicht nur Bestandteil der Knochen, e 
ist auch im Gehirn, in den Muskeln, im Nervensystem, im Blut 
und allen Driisen enthalten, und wie zahlreiche neuere Unter 
suchungen gelehrt haben, sind gerade die Calcium-lonen fiir die 
Lebens- und Funktionsfahigkeit aller Zellen von hervorragender 
Bedeutung. Es schien daher von Interesse, zu untersuchen, ob 
die Knochenwachstumsstérungen denn die einzigen Folgeerschei- 
nungen zu geringer Kalkzufuhr in der Nahrung sind, oder ob 
sich auch andere Stérungen z. B. von seiten des Nervensystems, 
der Muskulatur oder der Verdauungsorgane einstellen, vor allem 
ob das Gesamtwachstum in irgend einer Weise beeintriichtigt 
wird. 


1) Brubacher, Zeitschr. f. Biol. 29, 577. 
2) Aron, Arch. f. d. ges. Physiol. 106, 1. 
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SchlieBlich lag es noch im urspriinglichen Plan unserer Unter- 
suchungen sowohl Pflanzenfresser (Kaninchen), wie Fleichfresser 
(Hunde) zu untersuchen, da uns eine ganze Zah] von Beobach- 







tungen dafiir zu sprechen schien, da8 sich hier vielleicht bedeut- 
same Unterschiede zeigen kénnten. Leider sind nun aber die 
Versuche an den Kaninchen (I) resultatlos verlaufen. 










1. Versuch. 





Zehn junge Kaninchen, die aus zwei im Alter verschiedenen 
Wirfen stammten, wurden in zwei tibereinstimmende Gruppen 
geteilt, von denen die eine nur mit Mais ernahrt wurde, waihrend 
die andere zu diesem Futter noch eine Kalkbeigabe in Form von 
Knochenmeh! erhielt. Anfangs nahmen die Tiere das Futter 








gut, und es gelang, eine geringe Wachstumszunahme zu erzielen, 






nach etwa 10 Tagen lie} jedoch die FreBlust nach, auch ein 
Futterwechsel (Hafer, Hirse) brachte keine Besserung. SchlieBlich 


trat eine mehr und mehr zunehmende Abmagerung ein und die 








Tiere gingen 17 Tage bis 7 Wochen nach Beginn des Versuches ein. 


Auf die Lebensdauer tibte die Zugabe des Knochenmehles keinen 








erkennbaren EinfluB aus. 
Bei der Sektion lieBen sich keine krankhaften Verinderungen 


feststellen, die als Todesursache angesehen werden konnten, und 






es ist anzunehmen, dai der Tod infolge von Inanition eingetreten 


ist. Die Tiere nahmen das Futter nicht in geniigender Menge auf, 






weil es ihnen aus irgend einem Grunde nicht zusagte, wie das auch 
von Voit 6fter beobachtet worden ist. Nach Weiske!) soll reines 
K6rnerfutter fiir wachsende Kaninchen keine geeignete Nahrung 
sein, wenn diesem nicht basenreiche Aschebestandteile (CaCO, 
oder Heu) beigegeben werden. Vielleicht spricht bei uns auch 
noch der Umstand mit, daB das Mais-EiweiB, das Zein, nicht 
alle zum Aufbau von Kérpermaterial erforderlichen Bausteine 
enthalt. Wenigstens fanden Hopkins und Willcock?), dab 
junge Miuse bei einer Diit, die als einziges stickstoffhaltiges 
Nahrungsmittel Mais enthielt, nach kurzer Zeit starben, und sie 
fiihren dies auf den Umstand zuriick, daB das Zein in seinem 


Molekiil zwar Tyrosin, aber kein Tryptophan enthalt. 














') Zeitschr. f. Biol. 31, 421 
2) Journ. of Physiol. 35, 88. 
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An den Knochen und Organen der kalkarm  ernahrten 
Kaninchen waren makroskopisch keine Veranderungen wahrzu- 
nehmen. Die chemische Untersuchung unterblieb, weil wobl 
anzunehmen war, daf infolge der Abmagerung der durch Ein- 
schmelzen der Knochen und Weichteile frei werdende Kalk neben 
dem mit der Nahrung zugefiihrten zur Deckung des Bedarfs aus 


gereicht hatte. 


2. Versuch. 

Es standen acht 4—6 Wochen alte Hunde recht verschiedene: 
Rassen zur Verfiigung. Bei der Auswahl derselben wurde daraut 
Riicksicht genommen, aber moéglichst immer je zwei Tiere gleiche: 
Rasse aus demselben Wurf zu erhalten. Unter diesen Gesichts- 
punkten waren Hund Nr. [ mit IV, IL mit V und III mit VI ver- 
gleichbar, wihrend zu VII und VIII keine der Abstammung nach 
iibereinstimmenden Kontrolltiere vorhanden waren (s. unten). 

Die Hunde wurden in einem groben Raume untergebracht, 
in dem sie sich frei bewegen konnten, und erhielten als Futter 
eine Mischung von Pferdefleisch, Mais und Rindertalg mit etwas 
Kochsalz. Die Zusammensetzung des Futters unterlag, besonders 
im Fettgehalt, kleinen Schwankungen. Im Durchschnitt kamen 
auf 10 Teile Fleisch 5 Teile Mais und 1 Teil Fett. Der Kalkgehalt, 
i. M. 1°/,, CaO, war im Gegensatz zu anderen Versuchen nicht 
auf das geringste erreichbare MaB reduziert, sondern nur 
so weit, als es bei einem in der Praxis verwendeten 
natiirlichen Futter méglich schien. Die Hunde Nr. I, 
IT, 111 und VIL wurden mit diesem Futter ohne Kalkbeigabe 
ernihrt, die Hunde Nr. IV, V. VI und VIII erhielten 3 g Knochen- 
mehl pro Tag. Da von diesen Hunden Nr. VI am 7. Versuchs- 
tage an den Folgen von Bifsiwunden einging, hatten nur noch 
I und II mit Knochenmehl gefiitterte Parallelhunde (LV und V). 

Die Menge des aufgenommenen Futters wurde, nachdem vom 
1.—12. Dezember unvermischtes Pferdefleisch gereicht worden 
war, vom 8. Dezember ab tiiglich festgestellt und die Hunde jeden 


5. Tag gewogen. Das Resultat der Wagungen und die Futter 


aufnahme gibt die umstehende Tabelle in zehntigigen Perioden 


wieder. 
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Wir wollen uns jetzt die Frage vorlegen, wie weit diese Fiitte- 
rung unserer Versuchstiere als .,.kalkarm‘ und ,,kalkreich* 
bezeichnet werden kann. Bei der Beantwortung einer solchen 
Frage wird gewohnlich nur der Kalkgehalt des Futters in Betracht 
gezogen, aber iibersehen, dab ebenso wie dieser Kalkgehalt des 
Futters auch der Kalkbedarf des Tieres dafitir maBgebend ist, 
ob einem Tiere mit einem bestimmten Futter geniigende Kalk- 
mengen zugefiihrt werden oder nicht — und das ist ja der 
springende Punkt der ganzen Fragestellung. Die weiteren Aus- 
fiihrungen werden zeigen und der Versuch wird demonstrieren, 
dai ein und dasselbe Futter mit gleichem Kalkgehalt 
in einem Falle ,,kalkarm*‘ sein kann, wahrend es in einem 
anderen sogar demselben Tiere reichlich geniigende Kalk- 
mengen zufiihren wird. 

Das ausgewachsene Tier beansprucht eine stete Zufuhr von 
Kalksalzen in der Nahrung, die jedoch, wie wir wissen'), recht 
gering ist. Das gleiche gilt wohl auch fiir ein junges, wachstums- 
fahiges Tier, solange es nur so viel Nahrung aufnimmt, als es zur 
Erhaltung seines Koérperbestandes nétig hat. Zu diesem ,,Er- 
haltungsbedarf* an Kalk, der, wie gesagt, recht gering ist, kommt 
nun beim jugendlichen Tier, wenn es so geni&hrt wird, daf es 
wiichst, diejenige Menge Kalk noch hinzu, die zum Aufbau weiterer 
kalkhaltiger Korpersubstanzen — natiirlich in erster Linie der 
Knochen — erforderlich ist. Daraus geht schon hervor, daB je 
mehr K6rpersubstanz neu gebildet wird, d. h. je gréBer die tag- 
liche Gewichtszunahme ist, sich desto héher auch der Kalkbedarf 
stellen muB. 

Da wir aus verschiedenen Analysen wissen, dai der Sauge- 
tierorganismus (auch des Hundes) i. M. ca. 1,2% CaO enthalt, 
kénnen wir direkt folgern, dali ein Tier beim Aufbau von 100 g 
normal zusammengesetzter Kérpersubstanz 1,2 g CaO?) 
in seinem Kérper ablagern muB. Wenn das bei einer bestimmten 
Nahrung nicht méglich ist, so ist unter diesen Umstanden die 
Nahrung zweifellos als zu .,kalkarm‘‘ zu bezeichnen. Wieviel 


1) HeiB, Zeitschr. f. Biol. 12, 151. 

2) Beim jiingeren Tier diirfte dieser Wert eher noch etwas boli 
zu veranschlagen sein, da ja hier mit zunehmendem Alter noch gleichzeit » 
eine Umwandlung des kalkirmeren Knorpels in kalkreicheren Knochen 
stattfindet. 
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Koérpersubstanz ein wachsendes Tier nun neu bildet, hangt — 
natiirlich innerhalb gewisser nicht iiberschreitbarer Grenzen — 
von der Nahrungszufuhr ab 

Wenn wir einem jungen wachsenden Hund die folgenden 
Zahlenbeispiele sind der praktischen Erfahrung entnommen —, 
der bei entsprechender Futterzufuhr taiglich 100 g zunehmen 
wiirde, wie dies z. B. bei Nr. VIII mit Leichtigkeit zu erzielen 
war, tiglich 400g unseres Versuchsfutters reichen, so mag er 
sein Korpergewicht gerade erhalten kOnnen. Wenn wir zu diesem 
,,Erhaltungsfutter* nun ,,Wachstumszulagen“ geben, so wird das 
Tier ungefahr folgende Gewichtszunahmen aufweisen: 


Futter: Zunahme 
a) 400¢ 0g 
b) 400¢g+ 50¢ 25 
ce) 400 +100 10 
d) 400 +150 60 
e) 400 + 200 75 


Den Mindestbedarf an Kalk kénnen wir fiir die mit Wachs- 
tum verbundenen Fiitterungen nach den vorhin gemachten Aus 
fiihrungen zu 1,2%, der Kérpergewichtszunahme annehmen, eine 
Gro8e, gegen die der an und fiir sich ja sehr geringe Erhaltungsbe- 
darf an Kalk wohl verschwinden diirfte. Wenn wir nun ausrechnen, 
wie sich bei Verwendung eines Futters, das so viel CaO enthalt, 
dab das Tier aus je 1 kg Futter 1 g CaO in seinem K6rper zu- 
riickbehalten kann, die mit den oben aufgestellten Rationen zu- 
gefiihrten Kalkmengen im Vergleich zum Kalkbedarf stellen, so 


sehen wir: 


In g Futter: CaO g Bedarf: CaO g 
a) 400 0.4 a 
b) 400+ 50 0,4 + 0,05 = 0,45 0,30 
ec) 400+ 100 0.4+0,1 0,5 0,48 
d) 400+ 150 04+ 0,15 = 0,55 0,72 
e) 400+ 200 04+0,2 =0.6 0.88 


Beim Erhaltungsfutter a)deckt die CaO-Zufuhr im Futter wohl 
reichlich den CaO-Bedarf des Tieres; das gleiche gilt noch bei 
einer geringen Wachstumszulage b) und zur Not auch noch bei 
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der nachsthoheren c). Bei noch gréBereren Wachstumszulagen [d), 
e) usf.] wird nun zwar auch die im Futter zugefiihrte CaO-Menge 
groBer, sie halt aber keineswegs Schritt mit dem rapid zunehmen- 
den Kalkbedarf, der bald erheblich gréBer wird als die Zufuhr. 
So erklirt es sich, dali ein Futter, das einem wachsenden 
Tier bei reichlicher Verabreichung, die starke Koérper 
gewichtszunahme zur Folge hat, nieht die zum Aufbau 
normaler Kérpersubstanzen erforderlichen Kalkmengen 
zuftihrt, aber in kleineren Rationen an dasselbe Tier oder 
Tiere langsamer wachsender Rassen verfiittert, jetzt 
den Kalkbedarf reichlich deckende Kalkmengen enthielt. 
Bei demselben Futter haben wir im ersten Fall Folgen 
des Kalkmangels zu erwarten, im zweiten miissen solehe aus- 
bleiben. 

Vor kurzer Zeit hat Esser!) berichtet, daB er bei Verabreichung 
eines gemischten Futters an junge Ratten Knochenwachstumsstérungen 
(E. sagt ,.Rachitis‘*) beobachtet hat. wenn er das Futter den Tieren 
reichlich gab, sie damit .iiberfiitterte* (sofern die Tiere geniigend 
groBe Mengen aufnahmen), wihrend dic pathologischen Erscheinungen 
an den Knochen ausblieben, wenn die Tiere dasselbe Futter in 
»knapper* Menge erhielten. Ein Versuchsresultat, das nach obigen Aus- 
fiihrungen fast selbstverstindlich erscheint, wohl aber kaum den von 

> 


E. gezogenen Schlu8®B zulassen diirfte, da®{ nun die Rachitis als Krankheit 


die Folgeerscheinung einer Uherfiitterung ist 


Nach diesen Uberlegungen kénnen wir priifen, wie sich nun 
bei den einzelnen Hunden unseres Versuches II, die ja ganz ver- 
schiedene Wachstumszunahmen aufweisen, Kalkzufuhr und 
Kalkbedarf stellen. 

Die im Futter und Knochenmehl verabreichte CaO-Menge 
haben wir analytisch festgestellt. Nehmen wir an, wie dies auf 
Grund einiger Stoffwechselversuche richtig sein wird, daB ca. 60°, 
der zugefiihrten Ca-Salze vom K6rper zuriickbehalten werden 
kénnen, so werden wir ein ungefihres Bild der wihrend des Ver- 
suches im Korper abgelagerten CaO-Mengen erhalten. Wir miissen 
uns allerdings bewuBt sein, daf} wir hier nur eine grob angenaherte 
Zahl zugrunde legen kénnen, die starken individuellen, von zahl- 
reichen Faktoren abhangigen Schwankungen unterworfen ist. Den 
Bedarf kénnen wir nach obigen Darlegungen zu rund 1,2, der 


1) Esser, Miinch. med. Wochenschr. 54, 817. 
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Koérpergewichtszunahme in Rechnung stellen. So erhalten wir 


folzende Ubersicht 


I') a? ie) | 6 ¥*) Van") VEE 








(;ewichtszunahme 4250 250 1800 $180) = 1180) «1920 ) 4200 
iedarf ¢ CaO 510 3,0 21,6 50,2 14.2 23,0 504 
Zufohr ¢ CaO im Futter: 61.3 89 345 95,4 249 17,7 31,0 
im Knochenmehl: 67.5 +52,5 + 37,5 

i729 =T774 68.5 

60°), davon 36,8 5.3 20,7 73,7 31.0 106 41,2 





Bilanz g CaO 14,2 +2.3 OS 23,0 LZ —is4 v2 


Kine Schilderung des Versuchsverlaufes im einzelnen soll 
zeigen, wie die Richtigkeit der oben angestellten theoretischen 
Erwagungen durch das Experiment bewiesen wird: 

Von den ohne Kalkbeigabe ernahrten Hunden scheidet Nr. I 
bald aus dem Versuche aus. Es war ein kleiner Terrier von 
1460 g Anfangsgewicht, der schon 14 Tage nach Beginn des Ver- 
suches an zeitweise blutigen Durchfillen erkrankte. An einigen 
Tagen wurde Tranenflub beobachtet. Am 20. Januar stellte sich 
wieder iibelriechender Durchfall ein, der Hund war dabei weniger 
munter als sonst, der Appetit gering. Am folgenden Tage wurde 
er von den anderen Hunden gebissen, das Allgemeinbefinden ver- 
schlechterte sich noch mehr und er ging abends unter tonischen 
Krampfen ein. Die Obduktion ergab verwaschene Rétung der 
Dinndarmschleimhaut und als Folge der Bibverletzungen ein um- 
fangreiches blutiges Odem an der Unterfliiche des Bauches. Ver- 
inderungen an den Knochen waren nicht nachzuweisen, wie dies 
ja auch bei der kurzen Versuchszeit kaum anders erwartet werden 
konnte, zumal diesem Tiere ja auch geniigende CaO-Mengen zur 
Verfiigung gestanden hatten (vgl. obenstehende Ubersicht). 

Dagegen wire vielleicht bei dem Hunde Nr. VII nach der 
l'abelle eine Erkrankung der Knochen zu erwarten gewesen. Er 
wurde aber schon leider 2 Monate nach Beginn des Versuches, da 
er ohne Vergleichstier bei der Gesamtzahl der Hunde iiberfliissig 


rschien, aus dem Versuch herausgenommen und auch die Knochen 


1) Erhielten kein Knochenmehl. 
2) Erhielten Knochenmehl. 


3) Aus den S. 15 zu erérternden Griinden nur bis zum 27. Januar 1907. 
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nicht weiter untersucht. Es ist héchst wahrscheinlich, daB sich 
bei langerer Versuchsdauer Veranderungen herausgebildet hiitten. 
Wenigstens hat Voit!) bei einem weit kalkiirmer ernahrten 
kleinen Hunde das Auftreten der ersten Erscheinungen erst 
am 85. Versuchstage beobachtet. 

Kin dritter ohne Kalkbeigabe ernahrter Hund, Nr. III, hat 
nach unseren Berechnungen annahernd aber nicht ganz 
so viel Kalk im Futter erhalten, wie normalerweise erforderlich 
gewesen wire. Das Tier, das sonst ungewoéhnlich lebhaft war, 
zeigte am 11. Februar wenig Appetit, war traurig und auberte 
bei Palpation des Abdomens lebhafte Schmerzen. Der Leib 
war leicht aufgetrieben, der Kot schleimig, der Durst ver- 
mehrt. Diese Erscheinungen bildeten sich nach einigen Tagen 
zuriick, so daB er vom 19. ab wieder vollig hergestellt war. 
Kinen Monat spiter trat ein nur bei diesem Hunde beobach- 
teter nervéser Anfall ein: Das Tier fiel plétzlich auf die 
Seite, war anscheinend bewubtlos und zeigte tonisch-klonische 
Krampfe der Extremitaten und heftige Kaubewegungen. Nach 
etwa 5 Minuten erhob er sich taumelnd und erbrach das morgens 
in gewohnlicher Menge aufgenommene Futter. Nach einiger Zeit 
verfiel er in abnormer Haltung mit nach oben gekehrten Glied- 
maBen in tiefen Schlaf, waihrend dessen er auf Geriiusche und 
leichte Berthrungen nicht reagierte. Ein ahnlicher Anfall wurde 
Anfang Marz beobachtet: Bei der Fiitterung der tibrigen Hunde 
fing er plétzlich laut und aufgeregt an zu bellen und sprang fort- 
wahrend in dem Stoffwechselkifig, in dem er sich gerade befand, in 
die Héhe. Herausgelassen lief er geradeaus, heftig an alle Gegen- 
stande, die im Wege waren, anstoBend, bis er in einer Ecke, den 
Kopf gegen die Wand gepreBt, zum Stillstand kam. Er bellte 
dabei unaufhérlich. Er wurde dann in den Kafig zuriickgebracht 
und setzte hier das Bellen und Hochspringen noch etwa 2 Stunden 
fort. Dann beruhigte er sich allmahlich und lag erschépft und 
teilnahmslos da. Am niichsten Tage war sein Benehmen insofern 
verandert, als er gegen den Wirter und andere bekannte Personen 
die Zahne fletschte. Spater wurden krankhafte Storungen bei 
ihm nicht mehr beobachtet. An den Knochen zeigten sich klinisch 
keine Veranderungen. Gelegentlich wurde aber eine plétzlich, 


1) 1c. S. 88. 
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anscheinend ohne Ursache auftretende und rasch zuriickgehende 
Lahmheit beobachtet. 

Am 8. Marz wurde er getétet. Die Sektion ergab gut ent- 
wickelte Muskulatur und reichliches Fettgewebe. An den inneren 
Organen waren keine krankhaften Veranderungen nachzuweisen. 
Die Knochen zeigten ganz geringgradige, wenig ausgepragte 
Abweichungen von dem normalen Aussehen. Sie waren 
etwas weicher und pordser als gesunde, also ganz so, wie 
wir es zu erwarten hatten. 

Sehr bedeutende Verinderungen an den Knochen 
entwickelten sich nun bei dem ebenfalls ohne Kalkbeigabe er- 
nahrten Hunde Nr. 1, der ja nach unserer Aufstellung auch das 
grobte Kalkdefizit in der Nahrung gegeniiber dem Bedarf aufweist. 
Nach fiinfwéchiger Dauer des Versuches fiel es auf, dai sich die 
VordergliedmaBben nach aubBen verkriimmten und sich kleine 


Anschwellungen an den VorderfuBwurzelgelenken bildeten, die 


druckempfindlich waren. An dem linken Vorderbein bestand 
zeitweise eine geringgradige Lahmheit. Auch hinten erschien 


der Gang unsicher, die Bewegungen schwerfilliger. 

Der Gesundheitszustand war im iibrigen mit kleinen Unter- 
brechungen, die iibrigens auch bei dem Kontrollhunde Nr. [V ein- 
traten, gut. Am 15. Dezember wurde Erbrechen beobachtet, der 
Kot war breiig; am nichsten Tage bestand noch schlechte FreB- 
lust, die sich vom 20. ab wieder in normaler Weise einstellte. Am 
21. Januar erbrach der Hund wieder, zeigte mangelhaften Appetit, 
war traurig und stéhnte, Durchfall fehlte. Die Besserung trat dies- 
mal weniger schnell ein, erst Ende Januar war er wiederhergestellt. 
Eine weitere vom Digestionsapparat ausgehende Stérung, aber 
leichterer Art, wurde Mitte Februar festgestellt. In den Zwischen- 
zeiten war der Hund bis auf die Stérung der Beweglichkeit gesund. 
Er war bei reger Freflust munter und zum Spielen aufgelegt 
und nahm in demselben Verhaltnis an Gewicht zu wie der nach- 
her zu besprechende, aus demselben Wurf stammende, aber reich- 
lich mit Kalk gefiitterte Hund IV. Die beigegebene Kurve (I) 
der Gewichtszunahme beider Tiere zeigt dementsprechend im 
wesentlichen denselben Verlauf. Nr. I wog zu Beginn des Ver- 
suches 3600 g und nahm in den 90 Versuchstagen (5. XII. bis 


5. III.) um 4250 g zu, wihrend Nr. IV ein Anfangsgewicht von 
3020 g hatte und um 4180 g zunahm. Nr. I hat sich also sein 
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Mehrgewicht von etwa 600 g bis zum SchluB erhalten. Auch die 
Futteraufnahme, die zur Erreichung dieses Gewichts erforderlich 
war, ist bei beiden annihernd gleich. Nr. I gebrauchte auf 1 g 
Gewichtszunahme 14,4 g Futter, Nr. IV 15,0 g. 
Gemicht 
g 200 , 
OS i it 22 Oe } 





Kurve I 


Anfang Februar wurde bei dem Hunde Nystagmus beobachtet, 
der sich allmihlich besserte und nach vierwéchigem Bestehen 
verschwand. Andere nervése Symptome bestanden nicht. 

Die Verinderungen an den Knochen hatten sich immer 
mehr herausgebildet, so daf} der Hund gegen Ende des Versuches 
folgendes Bild bot: Er vermeidet es méglichst zu gehen, zu laufen, 
selbst das Stehen scheint ihn zu ermiiden, er liegt viel und kommt 


nur, wenn er gelockt wird, zum Futternapf. In der Regel kriecht 
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er derart vorwiarts, dab die Unterfliche der Brust und des Bauches 
sich nicht von dem Boden erheben. Wird er zum Gehen angetrieben, 
so setzt er die Vorderbeine nacheinander vor und laBt dann miih- 
sam die Hinterbeine folgen. Auf den HintergliedmaBen kann er 
sich nur mit gréBter Miihe, und wenn die Vorderbeine eine Stiitze 
finden, aufrichten. 

Simtliche Knochen erscheinen schwammiger, voluminéser 
als beim Kontrolltier. Der Schultergiirtel ist etwas eingesunken, 
das Ellbogengelenk steht weit vom Thorax ab. Radius und Ulna 
sind stark gekriimmt. Vom Metacarpalgelenk ab ist der Ful 
stark nach innen gebogen, so dal} sich die Zehen sehr nahe stehen. 
Die unteren Epiphysen des Vorarms sind stark verdickt und 
schmerzhaft, sie ragen tiber den Metakarpus nach vorn hervor. 
Die Knorpelansitze der Rippen sind stark verdickt. Das Becken 
ist schmal. Der Sprunggelenkswinkel ist sehr klein, die Sprung- 
beinhécker beriihren fast den Boden. 

Die beigefiigte Photographie gibt im Vergleich mit der 
Abbildung des Kontrolltieres eine Vorstellung von den beschriebe- 
nen Veranderungen, die aéufberlich den Erscheinungen der untet 
natiirlichen Verhaltnissen ausgebildeten Rachitis véllig gleichen 
diirften. 

Gehen wir jetzt zur Betrachtung der Hunde, welche zu ihrem 
Futter eine Beigabe von Knochenmehl erhalten haben. Von dem 
Hunde V, der ja reichlich Kalk erhielt, ist Besonderes nicht zu 
berichten; er interessierte auch nicht weiter, als der Vergleichs 
hund II gestorben war (vgl. S. 10). 

Nr. VIII wurde anfangs kalkarm gefiittert und erhielt erst 
infolge des Todes von Nr. VI vom 8. Dezember ab Knochen- 
meh!l. Er war, als er in den Versuch genommen wurde, sclion 
mit der Anlage zur Rachitis behaftet. Der Gang war gespannt 
und unbeholfen, die untern Epiphysen des Vorarms waren ver- 
dickt und bei leichtem Druck schmerzempfindlich. Er trat auch 
in den Sprunggelenken starker durch. Seit der Kalkzugabe 
entwickelte er sich sehr gut und iiberholte allmahlich alle 
anderen Hunde an Gewicht. Die Bewegungen wurden freier, die 
Stellung normaler. Die Auftreibungen an den Gelenken blieben 
jedoch bestehen. 

Ende Januar wurde er zu einem Stoffwechselversuch ver- 


wendet. Wahrend desselben fiel es anf, da er in den Sprung- 


Wee RCS ep IN es Be 
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gelenken starker durchtrat und beim Herausspringen aus dem 
Kiifig zégerte und nur auf Zureden zur Fiitterung herauskam. 
Am 27. Januar war er plétzlich nicht imstande sich zu erheben. 
Jede Bertthrung, besonders der Epiphysen, der Metakarpalgelenke 
und des rechten Femur léste starke Schmerzen aus. Wenn et 
aufgerichtet wurde, konnte er sich nur mit Miihe stehend erhalten. 
bei den z6gernden Versuchen sich zu bewegen, brach er zusammen 
Auf ein weiches Strohlager gebracht, zeigte er Neigung zun 
Spielen, die Futteraufnahme war nicht beeintrachtigt. An 
2. Februar lieB sich an der innern Seite des rechten Femur dicht 
unterhalb des Gelenkkopfes eine Anschwellung feststellen, dic 
sich allmihlich zurtickbildete. Bei erhéhter Kalkbeigabe stand 
der Hund am 10. Februar von selbst auf, am 15. war nur nocli 
eine geringe Lahmheit auf dem rechten Hinterschenkel, die sich 
allmaihlich verlor, vorhanden. Bei der Sektion wurde an der Stelle 
des Femur, wo die Verdickung bestanden hatte, eine Einknickung 
der Rinde und eine rauhe Oberfliche der letzteren festgestellt. 

Eine vollstindige Heilung der bei Beginn des Versuches be- 
stehenden geringgradigen rachitischen Erscheinungen ist also 
nicht eingetreten. Sie verschwanden zwar, als im Anfang De 
zember reichlich Kalk gegeben wurde, kehrten aber Ende Januar 
in stirkerem Mae wieder, um bei erhéhter Kalkgabe abermals 
zuriickzugehen. 

Aus der Tabelle ergibt sich, dai diesem Hunde Nr. VILL bis 
zum 27. Januar trotzder Beigabe von Knochenmeh| héchst- 
wahrscheinlich weniger Kalk zugefiihrt worden ist, als 
er bei seinem rapiden Wachstum gebraucht hatte. Die 
als Folge des Kalkmangels in dieser Zeit beobachtete Knochen- 
wachstumsstorung hat daher gar nichts Befremdliches, 
namentlich wenn man auch noch beriicksichtigt, daB das Tier 
schon mit einer Unterbilanz an Kalk eingestellt wurde. Auch 
war es sehr mager und knochig, so daB an der Vermehrung des 
Korpergewichtes vielleicht das Skelett mehr beteiligt war als be: 
den anderen Tieren. 

Der Verlauf des Versuches an diesem Tier diirfte sehr ge 
eignet sein, die vorhin aufgestellte Theorie experimentell zu be- 


leuchten. Wir sehen, wie selbst das kiinstlich kalkreiche: 
gemachte Ftter bei einem hohen Bedarf einmal ,,.kalkarim* 
werden kani:. 
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Hund Nr. IV schlieBlich ist der Kontrollhund zu Nr. 1, dem 
Tier, das an den Knochen die eklatantesten Folgen des Kalk- 
mangels hatte beobachten lassen. Der Hund IV hat nach un- 
serer Ubersicht S. 10 mehr als genug Kalk erhalten und so war 
auch von Knochenerkrankungen bei ihm nicht die geringste An- 
deutung wahrnehmbar. Er war sehr beweglich und lebhaft und 
sprang leicht tiber hohe Hindernisse hinweg. Die Gliedmaben 
waren fest und schlank, Verkriimmungen der Knochen und Ge- 
lenkschwellungen fehlten. Auch bei ihm waren voribergehende 
Verdauungsstérungen eingetreten. Vom 6.—10. Januar zeigte er 
verringerte FreBlust und iibelriechenden Durchfall, war dabei 
aber munter. Mitte Februar war er traurig und nahm kein Futter 
auf. Durchfall und vermehrtes Durstgefiihl fehlten. Im Liegen 
auBerte er Schmerzen, die sich bei Druck auf die Bauchgegend 
verstarkten, und beleckte haufig die Schlen. Nach sechstagiger 
Dauer ging der Anfall voriiber. 

Diese Erkrankungen, die vielleicht geringfiigiger waren, als 
bei dem kalkarm ernahrten Parallelhunde I, haben die Entwick- 
lung des Hundes nur voriibergehend beeintrichtigt, sofort nach 
Behebung der Krankheit trat wieder die regelmaBige Gewichts- 


zunahme ein. 


Fiir die geplante chemische Untersuchung der Knochen und 
der Organe usw. kommen von diesem Versuch als absolut ver- 
gleichbar nur die Hunde Nr. I und [Vin Betracht. Beide stamm- 
ten aus dem gleichen Wurf und hatten sich ganz gleichmabig 
entwickelt; I war mit ungeniigenden, [V aber mit fraglos aus- 
reichenden Kalkmengen ernaihrt worden (s. oben). 

Nr. I wurde am 13., Nr. IV am 15. Marz getotet. 

Bei der Obduktion zeigte sich Nr. I sehr fettreich. Die 
Muskulatur war dagegen, wohl infolge des verminderten Gebrauchs, 
wenig entwickelt. An den inneren Organen bestanden keine krank- 
haften Veranderungen. 

Die Knochen waren miirbe, biegsam, lieBen sich leicht zer- 
brechen und boten dem Messer wenig Widerstand. Der Blut- 
gehalt war vermehrt, das Periost rauh und verdickt. Auf Durch- 
schnitten trat deutlich eine geringere Dicke der Rinde hervor, 
auch das Gefiige der Spongiosa érschien lockerer als beim Kontroll- 


tier. Das Knochenmark der Réhrenknochen war rot. Die Inter- 
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mediarknorpel waren in geringem Mafe, aber deutlich verbreitert. 
An einzelnen Knochen, besonders am Humerus, verliefen sie 
nicht in gerader oder geschwungener Linie, sondern wiesen eine 
Abknickung auf. Die Grenze nach der Diaphyse zu war un- 
regelmaBig und zeigte verschiedene kleine zackenférmige Vor- 
sprunge. 

Die Rippen waren stark gewélbt und zeigten an den Ver- 
bindungsstellen mit den Knorpeln starke Anschwellungen. Die 
Scapula war plump, sehr kurz und breit und an der innern Fliche 
ausgehohit, der obere Rand nach innen gebogen. Radius und 
Ulna waren stark gekriimmt und mit groBen Auftreibungen am 
unteren Ende versehen. Das Becken war im Querdurchmesser 
verengt. AuBerdem bestanden weniger ausgepriigte Formver- 
iinderungen an anderen Roéhrenknochen. 

Der Hund Nr. IV wies ebenfalls eine reichliche Fettbildung 
auf. Die Muskulatur war aber erheblich stirker entwickelt als 
bei Nr. I. Die inneren Organe waren frei von pathologischen 
Veranderungen. Die Knochen zeichneten sich durch ihre schlanke 
regelmaBige Form und besondere Festigkeit aus. Das Periost 
war glatt und diinn, das Mark der Réhrenknochen gelb. Die 
Intermediirknorpel bildeten cine feine regelmaBig verlaufende 
Linie. 

Die anatomisch hervortretenden Verschiedenheiten der Kno 
chen wurden durch die chemische Untersuchung bestiatigt, tiber 
deren Resultate die umstehende Tabelle AufschluB gibt. 

Die Knochen wurden méglichst sauber und unter Erhaltung 
aller zum lebenden Knochen gehérenden Teile, wie Periost und 
Knorpel, prapariert und sofort gewogen, dann bis zur Erzielung 
konstanten Gewichts im Trockenschrank bei 100° getrocknet, 
wieder gewogen und aus der Differenz der Wassergehalt be- 
rechnet. Obwohl dieses Verfahren naturgemaiB erhebliche Un- 
genauigkeiten mit sich bringt, erlaubt es doch, grébere Unter 
schiede im Wassergehalt mit ausreichender Sicherheit festzustellen. 
Zudem kénnen die Fehler, da die einzelnen Knochen stets in 
gleicher Weise behandelt wurden, nicht derart sein, daB sie wirk- 
lich vorhandene Unterschiede verwischen oder nicht bestehende 
vortauschen. 

Die Knochen wurden darauf méglichst ohne Verlust zersagt 
und gepulvert, zum Teil wurden auch iibereinstimmende Stiicke 
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der Epi- und Diaphysen und der Rinde gesondert behandelt, 
und in dem so erhaltenen Pulver die Asche als Gliihriickstand 
bestimmt. 

Zur Kalkbestimmung wurden gewogene Mengen der Asche 
in Salzsiure gelést, die Lésung mit Ammoniak neutralisiert, 
dann mit Essigsiiure im Uberschu8 versetzt und zum Sieden 
erhitzt; durch eine ebenfalls siedende Lésung von Ammonoxalat 
wurde das Calciumoxalat gefillt, nach mindestens 12stiindigem 
Stehen abfiltriert, gegliiht und als CaO gewogen. Beim Blut, 
Fleisch und Gehirn wurde die Veraschung durch ein Gemisch von 
Schwefel- und Salpetersiure herbeigefiihrt und der Kalk nach dem 
kiirzlich von dem einen von uns (A.)') angegebenen Verfahren 
als Sulfat bestimmt. 

Das Gewicht der einzelnen untersuchten Knochen war bei 
beiden Hunden, bezogen auf das Kérpergewicht, gleich. An Masse 
hatten die Knochen bei Nr. I also nicht verloren. Bedeutende 
Unterschiede ergaben sich jedoch nach dem Trocknen. Die 
Knochen des kalkarmen Hundes wiesen eine erheblich 
geringere Menge an Trockensubstanz auf. Sie betrug nur 
etwa drei Viertel der beim Kontrolltier gefundenen. AuBerdem 
war diese an Menge geringere Trockensubstanz auch wesentlich 
armer an Mineralstoffen. Die Zusammensetzung der Asche selbst 
hatte dagegen, wie Tabelle C zeigt, nur eine geringfiigige Ver- 
schiebung zuungunsten des Kalkes erfahren, sie bleibt nur um 
wenige Prozent im Kalkgehalt hinter der des Normaltieres zuriick. 
Da die einzelnen Knochen des kalkarmen Tieres aber relativ 
mehr Knorpelgewebe und weniger Knochengewebe enthalten als 
die entsprechenden des Normaltieres, so ist auf diesen geringen 
Unterschied in der Zusammensetzung der Asche wohl kein be- 
sonderer Wert zu legen. 

Aus der Zusammenstellung B ist ersichtlich, daB die Ver- 
minderung des Aschegehaltes der Trockensubstanz nicht nur bei 
der Untersuchung ganzer Knochen zutage trat; auch bei einzelnen 
Teilen der Knochen machte sich eine Verschiedenheit in dem- 
selben Sinne geltend. Von der Tibia der beiden Hunde wurden 
fiir diese Untersuchung méglichst genau iibereinstimmende Stiicke 
der Diaphyse und Epiphyse mit allen daran haingenden Teilen, wie 


1) Aron, diese Zeitschr. 4, 268, 1907 
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Periost und Mark, verwendet. Der Aschegehalt der daraus ge- 
wonnenen Trockensubstanz zeigte nahezu dieselben Differenzen 
wie bei den ganzen Knochen. Selbst bei der kompakten Rinde 
der Tibia, die von Periost, Mark und Spongiosa sorgfiltig gereinigt 
wurde, trat der Unterschied deutlich, wenn auch in geringerem 
MaBe hervor. 

Im Blut und in der Muskulatur des Hundes Nr. I hat sich 
kein wesentlicher Mindergehalt an Kalksalzen ergeben'). Die in den 
analytischen Resultaten hervortretenden Unterschiede liegen wohl 
innerhalb der Fehlergrenzen. Das Gehirn (das mit dem der 
entsprechenden Tiere des niachsten Versuches zusammen ver- 
arbeitet werden muBte, um geniigende Mengen Analysenmaterial 
zu haben) enthielt bei den kalkarmen Tieren ca. '/, weniger 
als bei den kalkreich ernéhrten, ein Befund, der deshalb viel- 
leicht der Erwahnung wert ist, weil der Kalkgehalt des Gehirnes 
mit dessen Funktionen in innigem Zusammenhang zu stehen 
cheint. Einmal sollen kalklésende Mittel, auf die Hirnrinde ge- 
bracht, die betr. Zentren erregen, dann ist zweitens bei der 
Tetanie der Kinder das Gehirn kalkirmer, als in der Norm ge- 
funden worden, und schlieBlich konnten wir ja auch bei zweien 
unserer kalkarm ernihrten Hunde nervése Reizerscheinungen be 
obachten. 

Im Mittel wurden gefunden: In 100 g lufttrockenem Fleisch 
bei Nr. I 0,022 g CaO, bei Nr. [IV 0,020 g, in 100 g lufttrockenem 
Blut bei Nr. I 0,0408 g, bei Nr. IV 90,0446 g, in 100 g trockenem 
Gehirn bei Nr. I 0,0342 g CaO, bei Nr. IV 0,0487 g CaO. 

Um noch zu untersuchen, welche Schidigungen eine még- 
lichst weitgehende Entziehung der Kalksalze _ hervor- 
zubringen vermag, wurde ein weiterer 3. Versuch unternommen, 
in welchem nun der kalkarmen Gruppe im Futter weit weniger 
CaO als 1,2%, der Koérpergewichtszunahme entsprach, gegeben, 
den Kontrolltieren dagegen eine geniigende Kalkmenge zugefiihrt 
werden sollte. 


1) Auch Voit (1. c.) hat im Blut seiner kalkarm ernahrten Hunde, 
die schwere Schiidigungen im Knochenwachstum zeigten, einen ganz nor- 
malen Kalkgehalt gefunden, der sogar fast die obere Grenze der sonst 
ermittelten Werte erreicht; nur findet Voit gleichzeitig fiir den einen 
Normalhund einen auBergewéhnlich hohen Kalkgehalt des Blutes, der 
} ille sonst gefundenen Zahlen bedeutend iibersteigt. 
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3. Versuch. 

Zu diesem Versuch wurden vier einige Wochen alte Neufund- 
lander aus dem gleichen Wurf verwendet. Am 7. Februar wogen 
die Tiere 1900, 1750, 1520 und 1670 g. Die beiden schwersten, 
Nr. 1 und II, wurden fiir die kalkarme Nahrung bestimmt, 
die beiden andern, Nr. [II und IV, sollten eine Kalkzugabe 
erhalten. Alle waren lebhaft, sprangen munter umber und 
fraben mit gutem Appetit. Der Knochenbau war vollkommen 
normal, 

Als Futter erhielten sie anfangs ein Gemisch von Pferde- 
fleisch, Fett und Starke mit wenig Mais, spiter nur Fleisch, Fett 
und Starke. Im Durchschnitt kamen auf 1000 g frisches Fleisch 
je 100 g Mais und Stiirke und 85 g Fett. Kochsalz wurde in ge- 
ringen Mengen zugesetzt. Das Futter wurde mit destilliertem 
Wasser gekocht und im ganzen gern genommen. Schwierigkeiten 
bereitete wegen der rapiden Kérpergewichtszunahme die Zugabe 
geniigender Kalkmengen. Zuerst wurde CaCO,, dann CaHPO, 
probiert. Aber schon am Tage nach der Verabreichung kohlen- 
sauren Kalkes stellte sich bei beiden Hunden leichter Durechfall 
ein. Wie Beimischung kohlen- und auch sauren phosphorsauren 
Kalkes beeinfluBte auch die Futteraufnahme ungiinstig. Selbst 
das Knochenmehl, das schlieBlich wieder verwendet wurde, 
konnte wegen eines leichten ihm anhaftenden Drogengeruches 
nur mit Miihe in den erforderlichen Mengen gegeben werden. 

Von dem durch den kohlensauren Kalk verursachten Durch- 
fall abgesehen, waren alle Tiere vollstandig gesund und ent- 
wickelten sich gut. Das MaB der Futteraufnahme und Gewichts- 
zunahme zeigt nebenstehende Tabelle (und die Kurve II). 

Die Gewichtszunahme ist danach bei den kalkarmen Hunden 
etwas geringer, sie erfolgte aber anfangs ganz regelmaBig und 
wurde erst durch das Eintreten von Knochenbriichen beein- 
trichtigt, bei den Kontrolltieren wies sie nur zu Beginn wegen 
Verabreichung der ungeeigneten Kalkpriiparate Stérungen auf. 
(Vergleiche die beigegebenen Kurven II.) Was die Verwertung 
des Futters anbelangt, so verbrauchten auf 1 kg Gewichtszunahme 


kalkarm kalkreich 
.. Il. LIT. IV. 
LO,5 10.4 9.0 8,2 kg Futter, 
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resp. auf 10 kg Futter nahmen zu 
kalkarm kalkreich 
I. Il. ILI. IV. 
0,96 0,95 1,11 1,22 kg. 


Ein bedeutender Einfluf8 des Kalkmangels auf das Wachs- 
tum zeigt sich also auch in diesem Versuche nicht. Es mu aber 
‘ konstatiert werden, daB die 
beiden kalkarmen Tiere bei 
gleicher Futteraufnahmeetwa 


fe > 


“ i Pel 15—20%, weniger an Kérper- 
43 if a gewicht zugenommen haben, 
/ wofiir wohl keineswegs allein 
j das etwas héhere Anfangs- 
gewicht verantwortlich ge- 
, / macht werden kann. Da 

a aber diese Wachstumsdiffe- 
f } renz (s.d. Kurven) erst inden 
/ , 7 af letzten Wochen eintrat, soll 
/ fit ihr keine zu groBe Bedeu- 
Pp ~~ alharneYorrg == s tung = beigemessen werden, 
um so mehr, als ja bei Hund 
Nr. II wahrend einer vor- 





10. 15 30 a iibergehenden kalkarmen Er- 
Stk nahrung (vgl. Seite 24 und 
Kurve II) keine Abweichung 

in der Wachstumszunahme zu bemerken ist.') 

Bei beiden kalkarm gefiitterten Hunden traten etwa 4 Wochen 
nach Beginn des Versuches ihnliche Erscheinungen auf wie bei 
dem Hunde Nr. I und VIII aus dem vorhergehenden Versuch. 
Sie waren sehr empfindlich gegen leiclite St6Be von seiten der 


1) Herr Geheimrat Zuntz hat uns liebenswiirdigerweise darauf auf- 
merksam gemacht, dai man vielleicht annehmen darf, die kalkarmen 
Tiere haben wegen ihrer geringeren Beweglichkeit im Vergleich zu den 
Parallelhunden weniger Muskulatur und mehr Fett angesetzt. Da nun 
der Ansatz von | g Fett erheblich mehr Energie erfordert als der von 
1 g Muskelfleisch, wiirde es zu verstehen sein, daB die kalkarmen Tiere 
— sogar trotz geringerer Ausgaben, infolge der wenigen Bewegungen 
bei gleicher Nahrungsaufnahme, doch weniger gewachsen sind als die 
kalkreichen. 
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anderen Hunde, schrieen scheinbar ohne geniigenden AnlaB und 
zeigten oft eine schnell voriibergehende Lahmheit, der Hund 
Nr. I] besonders auf dem rechten Hinterschenkel. Die Gelenk- 
enden der Réhrenknochen verdickten sich und wurden sehr 
schmerzhaft ; auch an den Ansatzstellen der Rippenknorpel stellten 
sich Auftreibungen in Form des typischen rachitischen Rosen- 
kranzes ein. Infolge der erheblich kalkarmeren Nahrung bildeten 
sich aber diese Erscheinungen nun viel schneller heraus als 
beidem vorhergehenden Versuch. Nur die Verkriimmungen 
der Réhrenknochen waren nicht so stark ausgepragt, wohl weil die 
Tiere infolge der starkeren Schmerzen fast gar nicht umherliefen 
und die Knochen nicht belasteten. Am 10. Marz trat bei dem 
Hunde Nr. II ein Bruch des rechten Hinterschenkels ein. Infolge 
der Schmerzen, die sich allmihlich steigerten, und auch an den 
Knochen der nicht verletzten Extremititen auftraten, waren die 
Futteraufnahme und das Wachstum stark beeintrichtigt und 
nahmen erst nach Ablauf von 14 Tagen wieder zu. 

Der Hund Nr. I bewegte sich um diese Zeit meist kriechend 
vorwarts, seine anfingliche Beweglichkeit hatte er verloren. 
Die Schwellung der Epiphysenknorpel war stirker und schmerz- 
hafter geworden. Dabei war er munter, die Futteraufnahme 
iibertraf die aller anderen Hunde, Verdauungsstérungen fehlten. 
Am 25. Marz geriet er beim Umherkriechen in die Spalte eines 
Brettes und bei den keineswegs heftigen Befreiungsversuchen 
brach er sich den rechten Oberschenkel. 

Die kalkreich gefiitterten Hunde zeigten keine Veranderungen 
an den Knochen. Nach dem Verschwinden des Durchfalls nahmen 
sie gut an Gewicht zu. Irgendwelche andere Krankheitserschei- 
nungen wurden bei ihnen nicht beobachtet. 

Um einen méglichst einwandsfreien Beweis dafiir zu erhalten, 
daB die bei den Hunden Nr. I und II beobachteten Knochen- 
erkrankungen lediglich als die Folgen des Kalkmangels an- 
zusehen sind, wurde dem Hunde Nr. III am 10. Marz der Kalk 
entzogen. LEinige Tage darauf bewegte er sich bereits weniger 
frei, er lag viel und AuBerte Schmerzen, wenn er angefabt 
wurde. 

Am 18. war eine Infraktion des rechten Femur eingetreten, 
der Hund war nicht imstande, von selbst aufzustehen. Wenn er 


hingestellt wurde, belastete er den rechten Hinterschenkel weniger 
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und wagte nicht vorwiarts zu gehen. Der Oberschenkel war sehr 
druckempfindlich, abnorme Beweglichkeit und Crepitation fehlten. 

Vom 20. Marz ab erhielt er wieder die Kalkbeigabe. 8& Tage 
spiter hatte sich an dem verletzten Femur ein deutlich wahr- 
nehmbarer Callus gebildet. Am 29. stand er bereits von selber auf, 
die noch bestehende Lahmheit besserte sich schnell, so daB er 
am 4. Marz munter herumlief, den kranken Schenkel nur noch 
wenig schonend; ganz offenbar war also der Kalkmangel 
die Ursache der Knochenerkrankung. 

Anfang April wurden die Hunde getétet. Die Organe der 
Brust und Bauchhéhle waren bei allen Hunden gesund. Ver- 
anderungen ergaben sich nur bei den Hunden Nr. I, If und II 
und waren auf die Knochen beschrinkt. 

Die Knochen von Nr. I und II zeigten dieselben Form- 
veranderungen, wie sie beim Hund Nr. I aus dem zweiten Versuch 
beobachtet wurden. Nur waren die Verbiegungen der Roéhren- 
knochen aus den schon erwaihnten Griinden in geringerem Mabe 
ausgeprigt. Die Festigkeit hatte noch mehr gelitten, die Rinde 
war noch diinner, ihre Oberfliche poréser. An einer groBen Zahl 
der Knochen waren zahlreiche alte und frische Briiche oder 
Infraktionen eingetreten. Das Callusgewebe zeigte keine Spur 
von Verkalkung. 

Besonders hochgradig waren die Verinderungen an den 
Intermediairknorpeln. Die Dicke derselben betrug an einzelnen 
Stellen mehr als lcm. Zum Teil wiesen sie eine deutlich hervor- 
tretende Querstreifung auf, indem graue, durchscheinende Streifen 
mit weiBen undurchsichtigen abwechselten. Die Grenzen des 
Knorpels waren sehr unregelmafBig. GroBere und kleinere Knorpel- 
zapfen sprangen in das Knochengewebe vor, umgekehrt ragten 
Vorspriinge des Knochens in den Knorpel hinein, wie es die 
beigegebenen Photographien zeigen '). 

1) Herr Geheimer Regierungsrat Prof. Dr. Schiitz hatte die Liebens- 
wiirdigkeit, die Knochen zu untersuchen, und erklarte die Veranderungen fiir 
typisch rachitisch, wahrend allerdings Herr Professor Dr. D. v. Hanse- 
mann die Ansicht geiuBert hat, daB das pathologisch-anatomische Bild 
der Knochen gewisse Abweichungen von dem fiir Rachitis charakteristischen 
erkennen lasse, aber keinem der bei den bekannten Knochenerkrankungen 
zu beobachtenden gleiche. Wir wollen ein definitives Urteil jetzt noch 
nicht aussprechen, da uns Herr Prof. v. H. eine eingehende Untersuchung 
unserer Priparate in Aussicht gestellt hat. 














Sebauer: 


und Robert 


Aron 


Hans 


_ 
_ 





OF Fl 
COOL br 


Ost 


Al I] 
sueyoou y 
uayostay Sap °/,, 
Wegeseyosy 


LOL 86°99 6G°GL 
LOG Cl’'e9 16°89 
AJseteryeuuonp =A I] 
dap °/o ysRrjeq [] sueyoouy 
OA sudu sap . 
UOA SUBTIOT Y So] ap ° a 


ZULISGNSUIHIOL |, yywyaTTasse A 


A) oR es qoepyapRryysg 
Cr tr L961 "9 °° @mdvog 
CC tt CQ*C] . Buy () 

Al i] 





BYSQnsuayood |, 
Jap °/, ayosy 















GUEE [Fre BLITO) 69600 Lé6E 0, STG , cg" 
6OTE SFELLO 66200 OTIE'O ZEEZO) RZE O67 
\l I] Al [I Al I] Al I] 
susqoOu y p UdyIO14 yostay 
Or « S e- Udyo0A} 
9 ZaRysqus SA}! Mas say yor ma: 


“Ud |, iadioy "p 


}YVII MIs) 
. -1ad1oy 5 Bes P . 








Ove, CE FI dRog 
re a eul)) 
Al iI 
Qostil 
iY rues ) 





‘Vv 











Bedeutung der Kalksalze fiir den wachsenden Organismus. rH 


Die Knochen des kalkreichen Hundes Nr. IV zeigten keine 
Abweichungen vom normalen Aussehen, die von Nr. III, der ja 
voriibergehend kalkarm ernihrt war, nur einige Andeutungen der 
bei Nr. I und [1 gefundenen Verinderungen. 

Fir die chemische Untersuchung konnten nur Scapula und 
Ulna von Nr. Il und IV verwendet werden, da mit Ausnahme 
einiger fiir die anatomische Untersuchung bestimmter Knochen 
unverletzte Rohrenknochen nicht vorhanden waren. Die reichi- 
liche Callusbildung der frakturierten Knochen hatte aber ein 
falsches Bild der Zusammensetzung vorgespiegelt. 

Die Knochen wurden in der friher angegebenen Weise 
prapariert. Das Ergebnis der Untersuchung ist in den folgenden 
Tabellen zusammengestellt. 

Auch in diesem Versuch stellt sich das Gewicht der frischen 
Knochen, bezogen auf das Koérpergewicht, fiir beide Hunde un- 
gefihr gleich. Einen Verlust an Masse haben die Knochen der 
kalkarmen Hunde wieder nicht erlitten. Dagegen sind sie in 
ihrer Zusammensetzung veraindert worden. Sie sind wesentlich 
armer an Trockensubstanz geworden, und diese wiederum hat 
an Aschebestandteilen erheblich verloren. Es muB hier darauf 
hingewiesen werden, daly diese Veranderungen, die ja auch 
der vorige Versuch II ergeben hatte, sich vollkommen mit denen 
decken, die Brubacher') bei seinen Untersuchungen 
als charakteristisch fiir rachitische Knochen festge- 
stellt hat. Am wenigsten sind iibrigens bei uns in dieser Hin- 
sicht die Schiidelknochen verindert. 


Uberblicken wir die gesamten Versuche, so liBt sich ihr Er- 
gebnis ungefahr dahin zusammenfassen : 

1. Eine Nahrung ist als ,,kalkarm‘“ zu bezeichnen, wenn die 
bei Verabreichung dieser Nahrung aufgenommenen Kalkmengen 
nicht den Bedarf des Organismus decken. Bei einem wacbsen- 
den Saéugetier mu8B der Kalkbedarf mindestens zu 1,2% 
der Kérpergewichtszunalime angenommen werden. Da das 
Wachstum in gewissen Grenzen von der Grofe der Nahrungszufuh: 
abhingt, so kann die gleiche Nahrung, wenn sie in Rationen, dice 
nur ein geringes Wachstum zulassen, verabreicht wird, geniigend 


1) Zeitschr. f. Biol. 29, 577ff. 
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Kalk enthalten, wenn sie aber in reichlicherer Menge auch an 
dasselbe Tier, das jetzt stirker wiichst, verfiittert wird, ,,kalk- 
arm‘ sein. 

2. Der Gesamtkoérper und das Gesamtwachstum werden bei 
jungen Tieren durch Kalkmangel der Nahrung nicht in nennens- 
wertem Mabe geschidigt. Die Gewichtszunahme erfolgt in nor- 
maler Weise, solange die Kalkentziehung keine zu weitgehende 
ist. Hierbei ist noch zu bedenken, daB die Tiere durch das Ein- 
treten von Knochenbriichen in ihren Bewegungen behindert 
werden. 

Auch in anderer Beziehung wird der Allgemeinzustand, ab- 
gesehen von einigen vereinzelt beobachteten nervésen Storungen 
und einer vielleicht etwas gréferen Disposition zu Verdauungs- 
stérungen, nicht beeintrachtigt. 

3. Die Schadigungen, die die Tiere durch den Kalkmangel 
erleiden, betreffen fast ganz ausschlieBlich das Knochensystem. 
In klinischer und pathologisch-anatomischer Beziehung zeigen 
sich Veriinderungen, die denen bei der Rachitis zum mindesten 
ganz ahnlich sind. 

Die chemische Untersuchung zahlreicher einzelner Knochen 
zeigt, das diese an Gewicht denen eines entsprechenden Normal- 
tieres gleichkommen, dagegen reicher an Wasser und armer an 
Trockensubstanz sind, und daf die Trockensubstanz ihrerseits 
wiederum armer an Mineralstoffen ist. Der Kalkgehalt der Asche 
des Knochens ist nur unwesentlich gegen die Norm vermindert. 
Es hat sich also ein wasserreicherer Knochen gebildet, 
dessen organische Grundsubstanz ungeniigend verkalkt 
ist. Diese chemischen Veranderungen, die wir bei zu geringer 
Kalkzufuhr in der Nahrung an den Knochen feststellen konnten, 
stimmen mit den bei Rachitis beobachteten vollkommen iiberein. 


Wahrend der Kalkgehalt der Knochen in so hohem Mabe 
dureh zu geringe Kalkzufuhr in der Nahrung verringert wird, 
zeigt der Kalkgehalt des Fleisches und Blutes keine, der des 


Gehirnes nur eine geringe aber méglicherweise nicht ganz be- 


deutungsiose Abnahme gegen die Norm. 




















Uber die Vergirung der Ameisensiiure durch 
Proteus vulgaris. 


Von 


Hartwig Franzen und Georg Braun. 
(Mitteilung aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg 


(Kingegangen am 29. November 1907. 

Daf Proteus vulgaris Ameisensdure zu vergaéren vermag, ist 
bereits von Albert Maaben") nachgewiesen worden. Wahrend 
MaaBen nur die qualitativen Verhialtnisse beriicksichtigte, kam 
es uns darauf an, zu untersuchen, wieviel Ameisensiiure in einer 
bestimmten Zeit bei einer bestimmten Temperatur durch Proteus 
vulgaris vergoren werden konnte. Die Untersuchungen sind noch 
zu keinem AbschluB gelangt. Da wir aber gezwungen sind, die 
Arbeiten auf langere Zeit zu unterbrechen, méchten wir unsere 
vorlaufigen Ergebnisse an dieser Stelle veréffentlichen, um uns 
die spitere ungestérte Fortsetzung der Arbeiten zu sichern, 

Als Kulturmedium diente gewohnlich Nahrbouillon; sie wurde 
mit soviel Kalium- oder Natriumformiat versetzt, als 1/,% oder 
1°, Ameisensiure entsprach, mit dem Bacterium geimpft, be- 
stimmte Zeit bei der gewiinschten Temperatur stehen gelassen 
und dann die noch vorhandene Ameisensiure ermittelt. Die 
Kultur des Proteus vulgaris war von Kral in Prag bezogen. 

Die Ameisensiure wurde nach der Methode von Lieben be 
stimmt. Es ist nicht méglich, die Ameisensiure direkt in de 
vergorenen Fliissigkeit durch Behandlung mit Quecksilberchlorid 
zu ermitteln, da erstens die Bakterienleiber und sonstige unldés- 
liche Niederschlage st6ren und zweitens weil die Méglichkeit vor- 
liegt, da durch die Lebenstatigkeit der Bakterien reduzierende 
Substanzen gebildet werden, die ebenfalls Mercurichlorid zu Mer- 


ecurochlorid reduzieren. Die Ameisensdiure mu deshalb aus der 


1) Arbeiten aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamt 12, 340, 1896 
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Kulturfliissigkeit abdestilliert und die Bestimmung in dem 
Destillat vorgenommen werden. 

Um nun zu sehen, ob die Ameisensaure sich quantitativ aus 
Bouillon abdestillieren lieB, wurde eine bekannte Menge Kalium- 
oder Natriumformiat in Bouillon gelést, mit Salzsiure angesiuert 
und so lange mit Wasserdampf destilliert, bis eine Probe des 
Destillats auf Fehlingsche Lésung nicht mehr reduzierend ein- 
wirkte. Das Destillat wurde dann mit Kalilauge genau neutrali- 
siert und die Ameisensaurebestimmung in der gew6hnlichen Weise 
vorgenommen. 

0,1342 ¢ Ameisenséiure (als Kaliumformiat) in 100 cem 
Bouillon gelést gaben nach dem Ansiiuern und _ Destillieren 
1,0540 g Hg,Cl, entsprechend 0,1330 g Ameisensaure. 

0,9039 g Ameisensiure (als Kaliumformiat) in 100 ccm 
Bouillon gelést, gaben nach dem Ansiéuern und Destillieren 
9,2388 g Hg,Cl, entsprechend 0,9024 g Ameisensaure. 

1,0000 g Ameisensdéure (als Kaliumformiat) in 100 ccm 
Bouillon gelést, gaben nach dem Ansauern und Destillieren 
10,2207 g Hg.Cl, entsprechend 1,0003 g Ameisensaure. 

1.0000 g Ameisenséure (als Natriumformiat) in 100 ccm 
Bouillon gelést, gaben nach dem Ansauern und Destillieren 
10,2194 g Hg,Cl, entsprechend 1,0001 g Ameisensaure. 

Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, laBt sich die Ameisen- 
siure quantitativ aus Bouillon abdestillieren und im Destillat 
bestimmen. 

Die einzelnen Versuche wurden in folgender Weise angestellt. 
Erlenmeyerkolben von 200 ccm Inhalt wurden mit 90 ccm 
gewohnlicher Nahrbouillon beschickt, 5 cem einer Lésung von 
Kalium- oder Natriumformiat, welche die gewiinschte Menge des 
Salzes enthielt, hinzugefiigt und sterilisiert. Zur Beimpfung mit 
Proteus wurde zuniachst eine Ose einer frischen Agarstrichkultur 
entnommen, in ein mit 10 ccm Bouillon beschicktes Reagensglas 
gegeben, 24 Stunden zur Entwicklung stehen gelassen, gut um- 
geschiittelt, mit einer sterilen Pipette 5 ccm der Kulturfliissigkeit 
aufgenommen und in die mit Ameisensdéurebouillon beschickten 
Erlenmeyerkolben gegeben. Die Kolben wurden dann bei 
einer bestimmten Temperatur stehen gelassen und nach 24, 
48 usw. Stunden in je einem Kolben eine Ameisensaurebestim- 


mung vorgenommen. 
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Als Versuchstemperaturen wurden 18°, 24° und 27° gewallt. 
In einigen Versuchsreihen wurden die Versuche bis zum 15. oder 
16. Tag fortgesetzt, in den meisten nur bis zum 10. Tag, weil die 
Differenz der vergorenen Mengen zwischen zwei Tagen nach dieser 
Zeit schon sehr klein wurde. Die einzelnen Versuche sind in den 
folgenden Tabellen zusammengestellt. 


Tabelle L. 


1 proz. Ameisensaiure als Kaliumformiat bei 18°. 








Zeit Vergoren Vergoren Noch vorhanden Noch vorhanden 
a HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
in Tagen . " 

1 Q,1970 19,70 0,8030 81,30 
2 0.2764 27,64 0.7236 72,36 
3 0.3139 31,39 0,6861 68,61 
4 U,3597 35,97 0,6403 64,03 
5 0.3786 37,86 0,6214 62,14 
6 0,3951 39,51 0,6049 60,49 
7 0.4126 41,26 O,5874 58.74 
8 0.4305 45,05 O.D655 56,95 
9 0.4421 44,21 0.5579 55,79 
10 0.4507 45,07 0.5493 54.93 
11 0.4602 46,02 0). 5398 53,98 
i2 0,4687 46,87 0.5313 53,13 
i3 0,4721 47,21 0,5279 52,79 
14 0,4786 47,86 0.5214 52,14 
15 0.4833 48.33 0.516% 51,67 
Tabelle II. 
1 proz. Ameisensaure als Kaliumformiat bei 24°. 

‘Zeit Vergoreu Vergoren Noch vorhanden | Noch vorhanden 

- HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
in Tagen ; " 

1 0.2141 21,41 Q,7859 78,59 
2 0.2851 28,55 0,7145 71,45 
3 0,3205 32,06 0.6794 67,94 
4 0.3866 38,68 0.6132 61,32 
5 0,4128 41,21 0.5879 58,79 
6 0,4397 43,97 0.5603 56,03 
7 0,4476 44,76 0,5524 55,24 
8 0,4591 45,91 0,5409 54,09 
9 0,4702 47,02 0,5298 52,98 
10 0.4807 48.07 0.5193 51,93 
11 0,4925 49,25 0.5075 50,75 
12 0.5027 50,27 04973 49,73 
13 0.5038 40,38 0.4962 49.62 
14 0,5076 50,76 0.4924 49.24 
15 0,508 1 50,81 0.4919 49.19 


16 0.5083 50.83 0.4917 49.17 
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Tabelle III. 
1 proz 





Ameisensiure als Kaliumformiat bei 37”. 





\ ergoren 


HCOOH 


Vergoren Noch vorhanden 
HCOOH HCOOH 


z 3) £ 


Zeit 


n Tagen 


l 0,2476 
2 0.3631 


24,76 


ware Fl 
0, 1524 

Or 
0,6369 


) 0,4742 47,42 0.5258 

4 0,4903 49,03 0.5087 

5 0.5083 1,83 0.4917 

6 172 51,72 ().4828 

7 0.5283 52.38 0.4762 

5 0,5403 54,03 0),4597 

+ 0.5586 55.86 4414 
1() + 5608 56.08 0.4392 

Tabelle IV. 
proz. Ameisensiure als Kaliumformiat bei 


Noch vorhanden 
HCOOH 


0° 


74,24 
63,09 
52,58 
50,87 
49,17 
48,28 
47,62 
45,97 
44,18 
43,92 


18”, 





V ergoren V ergoren Noch vorhanden 


ome HCOOH HCOOH HCOOH 
in Tagen 

l 0.1469 29,38 0.3531 
2 Q,2156 43,16 0),2844 
} 0,2714 04,28 0,2286 
4 0.3156 62,72 0,164 
5 0.3403 68.08 0.1596 
6 0,3622 72,43 0,1378 
7 0.3664 73,28 0.1336 
8 0.3770 75,41 0,1230 
y O,3814 76.28 O.1186 
10 0.3838 76.76 0.1162 


Tabelle V. 
Kaliumformia 


proz. Ameisensiure als it bei 


Noch vorhanden 
HCOOH 


2 


24 





Noch vorhanden 
HCOOH 


Vergoren 
HCOOH 


Vergoren 
HCOOH 


Zeit 


in Tagen 


l 0.1491 





z 0.2263 45 24 

} 0.2753 55.07 

4 0.3491 69.82 

5 0.3689 73.78 

6 O.3757 75.14 0.1243 
ri 0.3810 76.20 0.1190 
8 0.3839 76.79 0,116] 
4 O.3859 77,18 0.1141 
1) S60 rae ¢ 1320) 


Noch vorhanden 
HCOOH 


0 


70,18 
54,73 
44.93 
30,18 
26,22 
24,86 
2380) 
9 
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Tabelle VI. 


, proz. Ameisensiure als Kaliumformiat bei 24°. 








Zeit 
in Tagen 


Of. Whe 


— 
oe mn nv 


Vergoren 


HCOOH 


g 


0,1714 
0,2573 
0.3268 
0.3564 
0,3804 
0.4030 
0.4151 
0,4247 
0.4288 
0.4308 


1°,, HCOOH als Natriumformiat bei 18°. 


Vergoren 


HCOOH 


ay 
o 


34,28 
51,46 
65,36 
71,28 
76.08 
80,60 
&3,02 
84,95 
85.76 


86,16 


Noch vorhanden 


HCOOH 


0,3285 
0,2427 
0,1732 
0.1436 
0.1196 
0,0870 
0.0849 
00,0753 
0,0712 


0.0692 


Tabelle VII. 


Noch vorhanden 


HCOOH 


65,72 
48.54 
34.64 
28,72 
23,92 
19,40 
16,98 
15.05 
14,28 
13,84 





Zeit 
in Tagen 


10 
11 
12 


14 
15 


Vergoren 


HCOOH 


£ 
0,2002 
0,2748 
0,3143 
O35006 
0,3814 
0.3967 
0.4130 
0,4316 
0.4432 
0,4517 
0,4626 
0,4697 
0.4763 
0,477 


0.4856 


Vergoren 


HCOOH 


20.02 
27,48 
31,43 
36,06 
38,14 
39.67 
41,30 
43,16 
44,52 
45,17 
46,26 
46,97 
47.63 
47.97 
48.56 
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Noch vorhanden 
HCOOH 


£ 


0,7998 


0.6394 
0,6186 
0.6033 
0.5870 
0.5684 
0.5568 
0,5483 
0.5374 
0.5303 
0,5237 
0,5203 
0.5144 


Noch vorhanden 
HCOOH 


60,33 
58,70 
56.84 
55,68 
54,83 
53,74 
53.03 
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Tabelle VIII. 





Zeit Vergoren 
HCOOH 


in Tagen 


1°,, HCOOH als Natriumformiat bei 37°. 


Vergoren Noch vorhanden 
HCOOH HCOOH 
22,15 0.7785 
29.08 0,7092 
35,74 0,6426 
38.82 0,6118 
42,01 0,5799 
44,13 0.5587 
44.82 0,5518 
45,74 0,5426 
47,38 0,5262 
48,13 0,5187 
49,37 0,5063 
50,31 0,4969 
50,46 0.4954 
50,82 0,4918 
50,87 0,4913 
50,93 0,4907 


Tabelle IX. 


Noch vorhanden 


HCOO 
% 
77,85 
70,92 
64,26 
61,18 
57,98 
55,87 
55,18 
54,26 
52,62 
51,87 
50,63 
49,69 
49,54 
49,18 
49,13 
49,07 


H 





l 0,2215 
2 0,2908 
3 0.3574 
4 0,3882 
5 0.4201 
6 0,4413 
7 0,4482 
8 0,4574 
g 0.4738 
10 0,4813 
11 0,4937 
12 0,5031 
13 0.5046 
14 0.5082 
15 0.5087 
16 0,5093 
Zeit Vergoren 
— HCOOH 
in Tagen 
g 
1 0.2528 
2 0.4019 
3 0.4802 
4 0.5026 
f 5 0.5114 
6 0,5205 
| 7 0,5276 
8 0,5321 
9 0,5387 


10 0,5408 





Vergoren Noch vorhanden | Noch vorhanden 


HCOOH HCOOH 
% g 
25,28 0,7472 
40,19 0.5981 
48,02 0,5198 
50,26 0,4974 
51,14 0,4886 
52,05 0,4795 
52,76 0,4724 
53,21 0,4679 
53,87 0,4613 
54,08 0,4592 


HCOO 
74,72 
59,81 
51,98 
49,74 
48.86 
47,95 
47,24 
46,79 
46,13 
45,92 


H 








'4°/, HCOOH als Natriumformiat bei 18°. 


Tabelle X. 
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Zeit Vergoren Vergoren Noch vorhanden Noch vorhanden 

- HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
in Tagen 

£ % g % 
l 0,1491 29.82 0,3509 70,18 
2 Q),2187 3,7 0,2813 56,26 
3 Q,2751 9,01 0,2249 44,99 
4 0.3099 61.98 0.1901 38,02 
D 0.3427 68,53 0.1573 31,47 
6 0.3693 72.86 0.1307 27,14 
7 0,3673 73,47 0,1327 26,53 
8 0.3781 75,62 Q,1219 24,58 
Ht) 0.3823 76,47 O1177 23,54 
10 0.3837 76,73 01165 23,26 
Tabelle XI. 
',°/, HCOOH als Natriumformiat bei 24°. 

Zeit Vergoren Vergoren Noch vorhanden Noch vorhanden 

. HCOOH HCOOH HOOH HCOOH 
in Tagen 

g % £ % 
] 0.1491 29 82 0.3509 70,18 
2 0.2251 45,02 0.2749 54,98 
3 0,2843 56,86 Q,2157 43,14 
+ 0,5402 68,04 Q,1598 31,96 
5 0.3681 73,62 0.1319 26,38 
6 0.3801 76,02 0.1199 23,98 
7 0,3849 76,98 0.1151 23,02 
8 0.3861 77,21 0,1139 22,78 
9 0.3896 77,82 0.1104 22.08 
10 0,3901 78,02 0,1099 21,98 
Tabelle XII. 
1 ,°/, HCOOH als Natriumformiat bei 37°. 

Zeit Vergoren Vergoren Noch vorhanden Noch vorhanden 
a HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
in Tagen 

; 4 % g % 

1 0,1718 34,36 0,3282 65,64 
2 0,2498 49,96 0.2502 50,04 
3 0.3191 63,82 0,1809 36,18 
4 0.3549 70,98 0.1451 29,02 
5 0.3793 75,86 0,1207 24,14 
6 0,3997 79,94 0,1003 20,06 
7 0,4208 84,16 0,0792 15,84 
8 0,4246 84,92 0,0754 15,08 
9 0,4252 85,04 0,0748 14,96 
10 0,4258 85,16 0,0742 14,84 


3* 
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Um einen guten Vergleich der einzelnen Tabellen zu ermég- 
lichen, haben wir die einzelnen Resultate nochmals nach Tagen 
geordnet zusammengefaBt. Die erste Spalte enthalt die Tem- 
peratur, die zweite die vergorene Menge Ameisensaure in % bei 
Anwendung von Kaliumsalz, die dritte die vergorene Menge 
Ameisensiiure in % bei Anwendung von Natriumsalz und die 
vierte die Differenz in % gegen das Natriumsalz berechnet. 


I. Lprozentige Ameisensiure. 


nach | Tag 


18° 19,70 20,02 + 0,32 
24° 21,41 22,15 + 0,74 
37 24,76 25,28 + 0,52 


nach 2 Tagen 


18° 27,64 27,48 — 0,16 

24 28,55 29,08 + 0,53 

37 36,31 40,19 + 3,88 
nach 3 Tagen 

18° 31,39 31,43 + 0,04 

24° 32,06 35,74 + 3,68 

37° 47,42 48,02 + 0,60 
nach 4 Tagen 

18° 35,97 36,06 + 0,09 

24° 38,68 38,82 + 0,14 

37° 49,03 50,26 + 1,23 
nach 5 Tagen 

18° 37,86 38,14 + 0,28 

24° 41,21 42.01 + 0,80 

37° 50,83 51,14 + 0,31 
nach 6 Tagen 

18° 39,51 39,67 + 0,16 

24° 43,97 44,13 + 0,16 

37° 51,72 52,05 + 0,33 
nach 7 Tagen 

18° 41,26 41,30 + 0,04 

24° 44,76 44,82 + 0,06 


37° 52,38 52,76 + 0,28 
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nach 8 Tagen 


18 43,05 

24 45,91 

37 54,03 
nach 9 Tagen 

18 44,21 

24 47,02 

37 55,86 


nach 10 Tagen 


18 45,07 
24 48,07 
37 56,08 


43,16 
45,74 
53,21 


44,32 
47,38 
53,87 


45,17 
48,13 
54,08 


4. @.2) 
0,17 
0,82 


+ 0,11 
+ 0,36 
1,99 


+ 0,10 
+ 0,06 
~ 2.00 


II. '/,prozentige Ameisensiure. 


nach 1 Tag 


18 29,38 

24 29,82 

37 34,28 
nach 2 Tagen 

18 43,16 

24 45,27 

37 51,46 
nach 3 Tagen 

18 54,28 

24 55,07 

37° 65,36 
nach 4 Tagen 

18° 62,72 

24° 69,82 

37° 71,28 
nach 5 Tagen 

18 68,08 

24° 73,78 

37 76,08 
nach 6 Tagen 

18° 72,43 

24° 75,14 

37° 80,60 


29,82 
29,82 
34,36 


43,74 
45,02 
49,96 


55,01 
58,86 
63,82 


61,98 
68,04 
70,98 


68,53 
73,62 
75,86 


72,86 
76,02 
79,94 


+ 0,44 
0,00 
+ 0,08 


+ 0,58 
- 0,25 
— 1,50 


+ 0,73 
+ 3,79 
~ 1,54 


0,74 
- 1,78 
— 0,30 


+ 0,45 
~ 0,16 


— 0,22 


+ 0,43 
+ 0,88 
— 0,66 
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nach 7 Tagen 


18 73,28 73,47 + 0,19 
24° 76,20 76,98 + 0,78 
37° 83,02 84,16 + 1,14 


nach 8 Tagen 


18° 75,41 75,62 + 0,21 
24 76,79 77,21 + 0,58 
37° 84,95 84,92 — 0,03 


nach 9 Tagen 


18° 76,28 76,74 + 0,19 
24 77,18 77,82 + 0,64 
37 85,76 85,04 — 0,74 


nach 10 Tagen 


18° 76,76 76,75 —- 9:08 
24° 77,21 78,02 + 0,81 
ry fh 86,16 85,16 — 1,00 


Diese Versuchsreihen zeigen, da8 bei einer bestimmten Kon- 
zentration der Ameisensdure, bei einer bestimmten Temperatur 
innerhalb derselben Zeit immer dieselbe Menge Ameisensaure ver- 
goren wird, gleichgiiltig, ob die Saure als Kalium- oder als Natrium- 
salz vorliegt. Die Geschwindigkeit der Reaktion nimmt mit der 
Konzentration der Ameisensiure zu. Man kénnte vielleicht 
meinen, da eine gegebene Bakterienmenge, ob nun eine Lésung 
mit 1% oder 1/,% Ameisensaiure vorliegt, immer dieselbe Menge 
Saéure vergoren wird. Bemerkenswert ist ferner, daB bei An- 
wendung einer '/, prozentigen Lésung der Endvergirungspunkt 
rascher erreicht ist, als bei Anwendung einer 1 prozentigen 
Lésung, trotzdem im ersteren Falle nach einer bestimmten Zeit 
weniger Ameisenséure vergoren ist, als in letzterem. Der End- 
vergérungspunkt ist bei einer 1/, prozentigen Lésung schon nach 
9—10 Tagen, bei einer 1 prozentigen Lésung erst nach 15—16 
‘Yagen erreicht. Um diese Verhaltnisse deutlicher zu machen, 
haben wir die Mengen Ameisensiure die bei den verschiedenen 
Temperaturen nach 9 und nach 10 Tagen in einer 1 prozentigen 
und einer '/, prozentigen Lésung vergoren wird, in der folgenden 


Tabelle nochmals zusammengestellt. 
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Bei 18°: 
Iproz. Ameisensaure als Kaliumsalz nach 9 Tagen vergoren (),4421 g 0.0086 ¢ 
l . , 10 , - 0.4507 es 
‘2 = " : » * ~ .  0,3814g) 
. 7 ©? 0,0024 g 
a a : . ~~. _ O,B838 46 


Bei 24°: 


lproz. Ameisensaure als Kaliumsalz nach 9 Tagen vergoren U,4702 | 0.0105 ¢ 
0105 g 


b « - o 7 a ‘ 0,4807 
“lem " n " ;- «© ‘ 0,3859 g 
; 0,0001 g 
= : ; ,10 . » 0.3860 — 
Bei 17°: 
1proz. Ameisensdure als Kaliumsalz nach 9 Tagen vergoren 0,5586 g 0.0022 g 
fa H : a . 05680 f° § 
uP - 9 . “ 0,4288 g 
© 40,0020 g 
ee ' ‘ ‘a = ‘s 0.4308 nn ¢ 
Bei 18°: 
lproz. Ameisensdure als Natriumsalz nach 9 Tagen vergoren 0,4432 g| 0.0085 
lL» , ‘ 2 es. + <<a 
1 9 0,3823 g 
as fs " , wae ‘ pti 14 
a ‘ x : . 10 .  0,3837 | 0,00 8 
Bei 28°: 
lproz. Ameisensaure als Natriumsalz nach 9 Tagen vergoren 0,4738 " 0.0075 
- d . a > , ea rrrrs 
RS ‘ ; : a Bs »  0,3896 g) _ 
‘ ’ : *. -« oer 
Bei 37°: 
1 proz. Ameisensdure als Natriumsalz nach 9 Tagen vergoren 0,5387 g 0.0021 ¢ 
is : : ; , 10 . 05408 f° § 
aD is ‘ oa % " 0,4252 g ‘ 
a : : ,10 . .«  0,4258 } 0.0006 g 











Zur Kenntnis der Fermente und Antifermente. 
VI. Mitteilung. 
Von 


Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 29. November 1907.) 


In einersoebenerschienenen Arbeit ,, Uber die Wiedergewinnung 
des Diphtherietoxins aus seiner Verbindung mit dem Antitcxin“ 
schreiben J. Morgenroth und K. Willanen!) folgendes: 

im AnschluB an diese*) Ergebnisse stellte Jacoby (diese 
Zeitschr. 1, 1906) einige Versuche an, um festzustellen, ob auch 
die Neutralisation des Labfermentes durch das im normalen 
Pferdeserum vorhandene Antilab durch saure Reaktion der Lésung 
gehemmt wird. Er fand, daB schon ein geringer Siuregrad die 
Wirkung des Antilabs auf das Lab verhindert und daB bei nach- 
triglicher Zufiigung von Saéure zu einem unwirksamen Lab-Anti- 
labgemisch die Labwirkung wieder hervortritt. Von letzteren Ver- 
suchen wird ein Beispiel nicht mitgeteilt. Das eine von Jacoby 
mitgeteilte Beispiel der primaren Beeinflussung der Antilabwirkung 
durch Saéure méchten wir bis auf weiteres nicht als beweisend 
ansehen. Uber die Stiirke des Antilabs li8t der Versuch ein 
Urteil nicht zu, und es bleiben zwei Einwande offen. Erstlich 
werden die Gemische vor dem Zusatz der Milch nicht neutrali- 
siert, und es kann deshalb ein kleiner noch freier Labrest durch 
die Saure in seiner Aktion so begiinstigt werden, da8 ein Frei- 
werden von Lab vorgetiuscht wird. Zweitens kann, worauf 


1) Virchows Archiv 190, 1907. 
2) Es handelt sich um Morgenroths Ergebnisse iiber die Trennung 
von Cobratoxin und Antitoxin. 


























M. Jacoby: Zur Kenntnis der Fermente und Antifermente. VI. 41 


Fuld (Charité-Gesellschaft 1907) jiingst hingewiesen hat, nach 
Bindung des Labs durch das Antilab Umwandlung von Zymogen, 
welches nach seinen Beobachtungen von dem Antilab nicht be- 
einfluBt wird, in Lab durch die Siure stattfinden und so ein 
Irrtum entstehen. Die Versuche, deren positiver Ausfall von 
prinzipieller Bedeutung ist, bediirfen deshalb noch der Ergiinzung 
durch eine quantitative Durchfiihrung.‘ 

Diese quantitative Durchfiihrung ist schon vor meiner ersten 
Publikation durch mich gemacht worden. Ich habe damals be- 
reits die Versuche mit den verschiedensten Antitoxinmengen aus- 
gefiihrt und mich iiberzeugt, da auch ein erheblicher UberschuB 
von Antiferment das Phanomen keineswegs beeintriichtigt. DaB mir 
die zu beriicksichtigenden Fehlerquellen durchaus bekannt waren, 
geht auch aus dem in meiner Arbeit abgedruckten betreffenden 
Versuchs; rotokoll hervor, in dem ausdriicklich vermerkt steht: 
,,Diese Serummenge ist ein mehrfaches der zur Neutralisation 
des Labs notwendigen Quantitit.‘‘ Sollten die angewandten Lab- 
priparate Zymogen enthalten haben, so wiirde auch fiir das 
neu entstandene Lab die Antilabmenge zur Neutralisation ge- 
niigt haben. 

Die unterstiitzende Wirkung der Saure auf die Labwirkung, 
die ja auch bekannt ist, erwiahne ich ausdriicklich (diese Zeitschr. 1, 
71, beim Trypsinlab). Versuche iiber die nachtragliche Aktivierung 
der inaktiven Gemische durch Séure habe ich bei meinen Be- 
miuhungen, die Lab-Antilabverbindung zu isolieren (S. 69—7), 
zahlreich angestellt. Noch nach vielen Stunden gelingt die 
Aktivierung. 


Der positive Ausfall meiner Versuche ist also nach 
den verschiedensten Richtungen durch Kontrollver- 
suche durchaus gestiitzt. 











Bemerkungen tiber die Lecithidbildung. 


Von 
Preston Kyes. 


(Eingegangen am 2. Dezember 1907.) 


I. 


In einer kiirzlich erschienenen Arbeit berichten Michaelis 
und Réna!') iiber sehr interessante Versuchsergebnisse, welche 
sie bei der Einwirkung einer Mastixsuspension auf das Labferment 
erhalten haben. Das Lab wird nimlich durch Mastix aus seiner 
wisserigen Lésung gefillt, und der labende Niederschlag lost sich 
in Chloroformalkohol ohne Riickstand. Diese Analogie, welche 
das ,,Mastix-Lab“ in bezug auf die Léslichkeitsverhiltnisse zu 
dem von mir dargestellten Cobralecithid aufweist, hat die Autoren 
veranlaBt, die beiden Vorgiinge in vollstandige Parallele zu stellen 
und auch die Bildung des Cobralecithids den physikalischen 
Prozessen einzureihen, welche, wie es ja bei der Entstehung des 
Mastixlabs nicht anders sein kann, durch die gegenseitige Bindung 
von zwei Kolloiden veranlaBt werden. Demgegeniiber habe ich 
von Anfang an die Auffassung vertreten?), daB es sich bei der 
Bildung des Cobralecithids um eine chemische Reaktion von 
synthetischem Charakter handele. 

Ich habe den Nachweis erbracht®), daB das Reaktionspro- 
dukt bei der chemischen Elementaranalyse als ein Monostearyl- 


1) L. Michaelis und P. Réna, Uber die Léslichkeitsverhiltnisse 
von Albumosen und Fermenten mit Hinblick auf ihre Beziehungen zu 
Lecithin uud Mastix. Diese Zeitschr. 4, 1, 1907. 

2) P. Kyes, Uber die Isolierung von Schlangengift -Lecithiden. 
Berl. klin. Wochenschr. 1903, Nr. 42 u. 43. 

3) P. Kyes, Uber die Lecithide des Schlangengiftes. Diese Zeitschr. 4, 
99, 1907. 
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lecithin sich erweist. Man miiBte deshalb vom Standpunkt der 
von Michaelis und Roéna geaiuBerten Anschauung annehmen, 
daB8 bei dem Prozefs durch Abspaltung aus dem Lecithin das 
Monostearyllecithin sich primo loco bildet, und da8B dieses secundo 
loco bestimmte Mengen des wirksamen Bestandteiles absorbiert. 
Es handelt sich also um die Entscheidung der Frage, ob die von 
mir beschriebene Verbindung ein Gemenge oder ein einheitliches 
Produkt ist. 

In dieser Beziehung habe ich zu erwihnen, da’ das Cobra- 
lecithid ganz neue Eigenschaften besitzt, die dem Ausgangs- 
material nicht zukommen. Ich erwahne hier: 

1. den auBerordentlich schnellen Charakter der Himolyse: 

2. die vollkommene Widerstandsfihigkeit gegeniiber lang- 
stiindigem Kochen; 

3. die mangelnde BeeinfluBbarkeit durch das Calmettesche 
Antivenin und 

4. die Méglichkeit, mit Hilfe dieses Lecithids einen neuen 
Antikérper zu schaffen, der starkere Aviditaét besitzt als das 
Calmettesche Antivenin. 

Weiterhin gelingt es auch weder aus dem Priiparat etwa 
iiberschiissiges Lecithin herauszuziehen, noch die himolytische 
Wirkung durch Zusatz von unveriindertem Schlangengift oder 
von Lecithin zu verstirken, wofiir folgende Tabelle als erneuter 
Beleg dienen moge: 





Cobra- | Himolyse von 1 cem 5proz. Ziegenblut durch: 
lecithid (— ae (een eacemeeaes cemiatames 
0,01 °/ ad a a , ai 
’ 0 Cobralecithid allein | Cobralecithid + 0,1 ecm ( obralecithid + 0,2 ecm 
ecm | ; Ol proz. Lecithin 0,1 proz. nativ. Cobragift 
1,0 komplett komplett komplett 
0,75 ® ‘ ~ 
0,5 ™ - - 
0,35 . = " 
0,25 fast komplett fast komplett fast komplett 
0.15 mabig makig mibig 
0,1 fast null fast null fast null 
0,075 | null null null 
0,05 | i i s 
0,035 | n 
0,025 | ~ . 


0.015 | n ” ” 
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Es handelt sich nach alledem um eine chemisch-einheitliche 
Verbindung, nicht um eine Mischung. 

Ganz anders verhalt sich dagegen das von Michaelis und 
Rona beschriebene Mastixlab. Es geht aus der Beschreibung 
hervor, da8 man diesem Priiparat reines Lab durch Lésungs- 
mittel entziehen kann, und man kann sich ferner leicht davon 
iiberzeugen, da das an Mastix haftende Lab in allen seinen 
Haupteigenschaften, insbesondere Zerstérung durch thermische 
Kinfliisse, vollkommen dem Ausgangsmaterial entspricht. In 
diesem Falle liegt also offenbar eine Mischung zweier Kompo- 
nenten vor, und es scheint mir daher die Berechtigung zu fehlen, 
lediglich wegen der ihnlichen Léslichkeitsverhaltnisse die beiden 
Vorgiinge der Lecithidbilduug und der Fillung des Labs durch 
Mastix zu identifizieren. Es handelt sich in der Tat um rein 
formale Analogien, welche die wesentlich differenzierenden Mo- 
mente nicht tangieren, und ich halte es fiir nicht iiberfliissig, 
auf die Gefahr solcher Analogieschliisse hinzuweisen. 


II. 

Bei ihren Untersuchungen iiber Toxolecithide fanden Morgen- 
roth und Carpi!) das nach dem von mir angegebenen Verfahren 
dargestellte Cobralecithid auch im Tierversuch giftig. Dieser 
Befund, welcher im Gegensatz zu meinen Angaben steht, veran- 
laBt die Autoren anzunehmen, daB ,,die nach Kyes isolierten 
Produkte, welche dieser als reine Loésungen des himolytischen 
Toxolecithids ansah, keineswegs ohne weiteres als solche betrachtet 
werden diirfen, da sie auBerdem ein hemotoxisches Prinzip ent- 
halten kénnen‘‘. Ich glaube, daB zu dieser SchluBfolgerung keine 
zwingende Notwendigkeit vorliegt. Zunichst muB bemerkt werden, 
daB die von Morgenroth und Carpi benutzten Lecithide zum 
Teil nach einer anderen Methode gewonnen wurden, als die- 
jenigen, auf welche sich meine Angaben iiber die mangelnde Toxi- 
citait des Lecithids beziehen. Morgenroth und Carpi fallten 
namlich, wie ich es auch fiir Gewinnung kleinerer Lecithidmengen 
angegeben habe, Gemische von Cobragift und Lecithin mit 
Alkohol und gewannen aus dem Filtrat das Lecithid durch Ather- 
fallung. Es erscheint nicht ausgeschlossen, da8 bei diesem Vor- 


1) J. Morgenroth und U. Carpi, Uber Toxolecithide, I. Mitteiiung. 
Diese Zeitschr. 4, 248, 1907. 
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gehen geringgradige Mengen der neurotoxischen Giftkomponente 
durch den ja wasserhaltigen Alkohol aufgenommen werden. Eben- 
so kénnen aber auch beim Ausschiitteln des Cobragiftes mit 
Lecithin-Chloroform geringe Mengen der wiisserigen Lésung in 
das Chloroform iibergehen und so eine scheinbare Léisuug des 
Neurotoxins in Chloroform vortauschen. Beriicksichtigt man 
dazu, daB Morgenroth und Carpi Priparate verwandten, dic 
mehr oder weniger als Rohprodukte zu betrachten sind und be- 
sonders vor der Atherfillung des Chloroformteils nicht mit Wasser 
entziehenden Mitteln gereinigt wurden, so diirfte es nicht iibei 
raschen, dafs durch den Wassergehalt des Chloroforms geringe 
Mengen des Neurotoxins mit in den Chloroformteil gerissen 
werden. Es kann auch nicht wundernehmen, daB solche Ver- 
unreinigungen je nach den kleinen, unscheinbaren Modifikationen 
der einzelnen Darstellungen in ihrem Grade variieren diirften, 
und ich glaube daher, daf sich dadurch Abweichungen in den 
Befunden von Morgenroth und Carpi und den meinigen er- 
klaren. Jedenfalls verursachte das von mir in reiner Form dar- 
gestellte Lecithidpriparat, iiber das ich letzthin berichtet habe!), 
selbst in einer Dosis von 1 cem der 10% Lésung, die einer 1,8% 
Lésung des nativen Cobragifts entspricht, nicht den Tod von 
Mausen. Zu der Annahme, dafi das Neurotoxin in der Lecithid- 
losung in Form einer Lecithin-Verbindung enthalten ist, scheint 
mir keine Veranlassung vorzu'iegen, Denn Morgenroth und 
Carpi geben selb-t an, daf} sich das in der Lecithidlésung ent- 
haltene giftige Prinzip gegeniiber dem Calmetteschen Serum 
genau so verhalt, wie das genuine Neurotoxin. In Bezug auf die 
Thermolabil.tat scheint es allerdings ein» Mitte!stellung zwischen 
Neurotoxin und himolyti-chem Lecithid einzunehmen; es ist nicht 
so labil wie ersteres und nicht so stabil wie letvteres. Aber diese 
geringgradige Diflerenz im Verhalten gegeniiber thermischen Ein- 
fliissen diirfte sich durch das durch die Leciti.idl sung gegebene 
andersartige Milieu hinreichend erkliren. Ebenso ka:n die gl ich- 
zeitige Gegenwart des Le ithids natiirlich auch die Resorptions- 
verhaltnisse erheblich alterieren, so daB zur Erklarung der Ab- 
weichungen in den Symptomen die Annahme ausreicht, daB bei 
Lésung des Neurotoxins in der Lecit..idlosung Resorption und 


1) P. Kyes, Uber die Lecithide des Schlangengiftes. Diese Zeitsehr. 4, 
99, 1907. 
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Verteilung des Neurotoxins andersartig sind und man nicht mit 
Morgenroth und Carpi aus der verinderten Resorption und 
Verteilung schlieBen muB, daB das Neurotoxin in der Lecithid- 
lésung als Lecithinverbindung enthalten ist. 

Dazu kommt noch, daB die Ausbeute an Neurotoxin in der 
Lecithidlésung eine sehr minimale ist. Das wird auch von 
Morgenroth und Carpi zugegeben, die Ursache aber auf die 
ungiinstigen Bedingungen der Methode zuriickgeftihrt. Mir scheint 
es aber ein notwendiges Postulat zu sein, erst mit einem besseren 
Verfahren einen wesentlichen Ubergang des Neurotoxins in die Leci- 
thin-Chloroformlésung nachzuweisen, bevor man auf eine wirk- 
liche Neurotoxin-Lecithinverbindung schlieBen darf. Bisher diirfte 
es keine Schwierigkeiten bereiten, die von Morgenroth und 
Carpi beobachteten neurotoxischen Wirkungen der Lecithid- 
lésung durch Verunreinigungen zu erklaren, welche im wesent- 
lichen wohl durch den Wassergehalt der Extraktionsmittel be- 
dingt sind. In diesem Sinne ist es auch verstindlich, daB 
Morgenroth und Carpi mit der Alkoholmethode eine bessere 
Ausbeute an Neurotoxin im Lecithid erzielten als mit der Chloro- 


formmethode. 




















Uber die sensibilisierende Wirkung fluorescierender 
Stoffe auf Hefe und HefepreBsaft. 


Nach Versuchen von M. Kurzmann und Fr. Locher, mitgeteilt von 
H. y. Tappeiner. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinchen. ) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1907.) 


Die Untersuchung!) wurde von zwei Gesichtspunkten aus 
unternommen. 

1. Die in neuerer Zeit wieder in den Vordergrund getretene 
Auffassung, daB die chemischen Vorgiinge in der Zelle wenigstens 
zum Teil eine Funktion fermentartigwirkender Stoffe sei, gab die 
Veranlassung, die Untersuchung iiber die Lichtwirkung der fluo- 
rescierenden Stoffe (photodynamische Erscheinung) auch auf En- 
zyme auszudehnen*). Die bisher vorgenommenen Untersuchungen 
befaBten sich mit den leichterzuginglichen extracelluliren Enzymen 
(Invertase, Maltase, Trypsin, Chymosin). Als erstes intracellu- 
lares Enzym wurde die ,,Zymase* gewahlt. Ihre Untersuchung 
erschien von um so gréBeren Werte, als sie nicht bloB fiir die Hefe- 
zelle von Bedeutung ist, sondern nach den Beobachtungen von 
Stoklasa u. a. in pflanzlichen und tierischen Zellen allgemein 
verbreitet sein soll und bei der aniroben Atmung eine wichtige 
Xolle zu spielen scheint. AuBerdem ist die chemische Wirkungs- 
weise der Zymase eine eigenartige, verschieden von jener der bisher 
untersuchten Enzyme, welche durchgehends einfache hydro- 
lytische waren. 


1) Zum Teil bereits veréffentlicht in Fr. Locher, Uber die Wirkung 
einiger photodynamischer Substanzen auf Hefe, Aceton-Dauerhefe und 
HefepreBsaft. Inaug.-Diss. 1906. 

2) H. v. Tappeiner, Uber die Wirkung fluorescierender Substanzen 
auf Fermente und Toxine. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 1903, 3035. 
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2. Die Versuche iiber die sensibilisierende Wirkung von 
fluorescierenden Stoffen auf Paramaecien einerseits, auf Spalt- 
und Fadenpilze andererseits, fiihrten zu dem bemerkenswerten 
Ergebnisse, daB mehrere der untersuchten Stoffe, welche auf 
Paramaecien im zerstreuten, durch Glas filtrierten Tageslichte 
sehr intensiv wirkten, wie z. B. dichloranthracendisulfonsaures 
Natron und salzsaures Akridin, auf Spalt- und Fadenpilze keine 
oder nur eine sehr schwache Wirkung hatten’), 

Dieses selektive Verhalten der Spalt- und Schimmel- 
pilze gegeniiber einigen sonst sehr wirksamen fluore- 
scierenden Substanzen ist erklirlich unter der An- 
nahme, daB die Wirkung erst im Innern der Zelle ein- 
setzt und die derbe AuBenmembran dieser Organismein 
den Zutritt dieser Sensibilisatoren hemmt, so daB eine 
zur Wirkung unter den eingehaltenen Lichtverhiltnissen aus- 
reichende Menge nicht eindringen konnte. Ein gutes Objekt 
zur Prifung dieser Annahme versprach die Hefe zu 
sein, da bei ihr das spezifische Enzym auch isoliert als Hefe- 
preBsaft oder in der abgetéteten Hefe noch eingeschlossen, als 
sogenannte Dauerhefe (Zymin) in Untersuchung gezogen werden 
konnte. 

Die zur Untersuchung beniitzten fluorescierenden 
Stoffe waren Fluorescein, Tetrabromfluorescein (Eosin), Tetra- 
jodfluorescein (Erythrosin), Tetrachlortetrajodfluorescein (Rose 
bengale), Dichloranthracendisulfonsadure Acridin, Pheno- 
safranin, Methylenblau. Die ersteren in Form ihrer Natronsalze, 
die letzteren als Chloride. 


I. Die Versuche an Hefe. 


Die Anordnung jeder Versuchsreihe war folgende: 

10 g gewaschene, durch Trocknen bei 40° glykogenarm ge- 
machte Bierhefe wurde mit 900 ccm Wasser kraftig durch- 
geschiittelt, so daB eine nur miaBig triibe, dem Lichte noch zu- 
giingliche Emulsion resultierte. Von dieser Emulsion wurden vicr 


1) A. Jodlbauer und H. v. Tappeiner, Die Wirkung der fluore- 
scierender Stoffe auf Spalt- und Fadenpilze. Arch. f. klin. Med. 84, 1905 
u. Gesammelte Untersuchungen iiber die photodynamische Erscheinung. 
Leipzig 1907, 104. 
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Portionen zu je 90 ccm abgemessen und die drei ersten mit je 
10 cem einer Farbstofflésung bestimmter molarer Konzentration, 
die letzte mit ebensoviel Wasser als Kontrolle versetzt. Aus ihnen 
erfolgte sodann die Fallung von vier Paaren gleich groBen Reagens- 
cylindern. Thr Rauminhalt war 40 ccm, so daB nach der Fiillung 
mit je 25 ccm Mischung noch hinreichender Luftraum blieb. 
Von jedem Paar diente das eine Rohr zur Ermittlung der Licht- 
wirkung, das andere zur Kontrollierung des Verhaltens im Dunkeln, 
zu welchem Zwecke es mit einer Hille von Staniol oder schwarzem 
Papier umgeben war. Nach der Fiillung wurden die Cylinder 
gut verkorkt und mit Paraffin abgedichtet. 

Konzentration der fluorescierenden Stoffe. Da die 
Mehrzahl dieser Stoffe fiir die Hefe sich erheblich giftig zeigten, 
wurden die Zusitze so gewihlt, daB nach der Mischung eine Lésung 
VON 1/s9999 Molar vorhanden war, in der diese Dunkelwirkung nur 
wenig mehr sich geltend machte. Diese Konzentration ist noch 
nicht weit vom Wirkungsoptimum entfernt, das fiir die Fluorescein- 
derivate und fiir Methylenblau nach friiheren an Invertase und 
Jodkalium gemachten Bestimmungen zwischen ¥/s99 und */,9o99 
molar gelegen ist. Fiir die sehr wenig giftige Dichloranthracen- 
disulfosiiure wurde !/,99, molar genommen, weil deren sensibili- 
sierende Wirkung in héheren Konzentrationen am gréBten ist!). 

Die Belichtung erfolgte auf einer Drehscheibe, auf der 
die Réhren tangential in der Weise befestigt waren, da das 
Licht allseitig frei zutreten konnte*). Die Scheibe wurde in 
nahezu senkrechter Stellung an einem offenen Fenster dem zer- 
streuten Tageslichte ausgesetzt, und dabei durch einen 
Motor zwanzigmal in der Minute gedreht, wodurch der Réhren- 
inhalt ebensooft eine Umschiittelung erfuhr. 

Giirung. Nach der Exposition wurde der Inhalt mit Hilfe 
gleichgroBer, gemessener Mengen von Traubenzuckerlésung be- 
stimmter Konzentration in Meifblsche Girkdlbchen*) gespiilt, 
diese in einen Thermostaten gebracht und von Zeit zu Zeit die 
CO,-Produktion durch Bestimmung ihres Gewichtsverlustes er- 


1) H. v. Tappeinerund A. Jodl bauer, Gesammelte Untersuchungen 
10, 146. 

2) Die Anordnung entspricht der auf 8. 158 der Gesammelten Unter- 
suchungen gegebenen Abbildung 1b. 

3) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung 1903. 
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mittelt. Traubenzucker war gewahlt, um von der Veranderung 
der Invertase unabhingig zu sein. 


1. Versuch. 
Dichlorantlracendisulfonsiure 1/j999 molar. Methylenblau und 
Phenosafranin !/;9999 molar. 

Belichtungsdauer ca. 40 Stunden (4 Tage). Zur Girung wurden an- 
gesetzt je 25 ccm mit 25 cem 10prozentiger Zuckerlésung. Temperatur 


17—19°. 


Kohlensaure in Milligramm. 





, Methylen- Anthracen- Pheno- 
W asser ¢ ; ; ig ste 
In Stunden blau disulfonat safranin Jemerkungen 
hell dunkel hell dunkel hell dunkel hell dunkel 
24 $9} 126 | O 108 108 141 , 30 | 128 
24 182) 185 0 164. 186 238 85 170 


24 144; 128) O 132 (164 181 85 27 Methylenblau wurde 


2 119} 111 | O | 116 | 145} 150 | 78 | 101 | cattirt, im Dunkel 


| rascher und voll 





standiger als de 


CO, in 96St. 544) 550 O | 520 | 603) 710 | 278) 526 petichteten Pr 
2. Versuch, 
Eosin, Erythrosin, Rose bengale 14/,9999 molar. 

Die Belichtungsdauer betrug 50 Stunden, bei klarem Wetter. Die 
Uberfiihrung in die MeiBlschen Kélbchen geschah mit je 25 ecm 5 pro- 
zentiger Traubenzuckerlésung. Die Girung erfolgte bei der Temperatur 
von 18—20°. 


Entwickelte Kohlensiure in Milligramm. 





. Wasser Kosin Erythrosin Rosebengale 
In Stunden 


hell dunkel) hell dunkel hell |dunkel, hell dunkel 





17 45 63 3 33 0 40 0 28 
24 111 134 8 89 1 | 109 0 64 
12 90 105 8 110 11 | 122 0 83 
13 76 56 16 103 16 SD 0 95 
12 38 17 23 35 18 22 0 72 
12 16 8 | 32 13 25 1] 4 35 
Gesamtmenge der in90St. 376 | 383 90 383 71 | 389 4 377 


entwickelten CO, 


3. Versuch. 
Fluorescein, Rose bengale, Methylenblau 1!/;9999 molar. 


Belichtungsdauer 48 Stunden (4 Tage) bei gréBtenteils sehr triibem 
Wetter. Zur Uberfiihrung in die Garkélbchen wurde je 1,5 ccm 20 prozentiger 
Zuckerlésung verwendet. Die Giirtemperatur war 30°. 
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Entwickelte Kohlensaure in Milligramm. 











: Wasser — Fluorescein Hose Methylen- 
In Stunden bengale blau 

hell |dunkel hell dunkel) hell dunkel hell jdunkel 

7 26 47 39 61 14 4] 14 48 

i) 251 | 288 , 220 | 264 13 168 ' 18 | 242 

s 126 | 124 | 122 | 120; 11 SY 4 100 

15 183 | 170 68 | 167 | 42 175 |; 14 36 

7 67 77 | 171 69 | 22 76 8 168 

fresamtmenge der 

CO, in 52 St. | 653 | 706 | 620 681 | 102 | 549 | 58 594 


4. Versuch. 


Eosin und Dichloranthracendisulfonsiure 


1 ono molar. 


Dauer der Belichtung 4 Tage, in Summa 48 Stunden, bei meist triibem 


Wetter. Uberspiilung in die Giirkélbchen mit 15 cem 20 prozentiger Zucker 


lisung. Temperatur 30°. 


Entwickelte Kohlensiiure in Milligramm. 








P , Wasser Eosin Anthracendisulfonat 
In Stunden 

hell dunkel hell | dunkel hell dunke!l 

3*/, D4 69 13 62 iY 0 

i) 110 143 30 105 101 25 

12 470 146 161 359 363 37 

6 137 136 67 118 113 104 

D*), l 3 75 113 112 99 

Gresamtmenve 
der CO, in 31'), Std. 772 827 346 757 738 PY 
5. Versuch. 
Acridin "/,999 bis /;99999 molar. 

Dauer der Belichtung 5 Tage 50 Stunden bei wechselnder Pe 


wolkung. Zur Uberfiillung in die MeifBlkélbchen wurden je 25 cem 10 pr 


zentiger Zuckerlésung verwendet. Die Temperatur war 15 


Entwickelte Kohlensiure in Milligramm. 





Wasser Acridin Acridin 
1 1 
1 10.000 


In Stunden 000 seve 
dunke] hell dunkel 


hell dunkel) ell 


Aeridin 


hell dunkel 





19 39 59 0 40 0 57 | 18 54 
) 78 | 107 QO 76 8 96 48 100 
24 86 126 0 89 5 115 | 61 112 
24 1175132} 0 | 99 | 9 | 110} 70 | 122 
Gesamtmenge 
der CO, in’ 91 Std. 378 424 Q 304 22 378 {197 = 388 








- 
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Das Ergebnis dieser Versuche ist folgendes: 

1. Eine Wirkung der zugesetzten fluorescierenden 
Substanzen im Dunkeln (Giftigkeit) in Konzentration 
'/,o000 Molar machte sich nur bei Rose bengale, Methylen- 
blau und Acridin einigermaBben bemerkbar. Die ent- 
wickelten Kohlensiuremengen blieben etwas gegen die Kontrollen 
zuriick. Bei Eosin und Dichloranthracendisulfonat zeigte 
sich dies erst in Konzentration */,99, molar. 

2. Licht allein (zerstreutes Tageslicht durch Glas) wirkte 
nur unerheblich schadigend. Die von den belichteten Proben 
gelieferten Kohlensiiuremengen waren zwar in der ersten Zeit 
kleiner als jene der unbelichtet gebliebenen Kontrollen, mit dem 
Fortschreiten der Garung verschwand indes diese Differenz mehr 
und mehr, so dai} die Summe der in der ganzen Beobachtungszeit 
von den belichteten Proben produzierten Kohlensiure nicht mehr 
wesentlich hinter jener der Kontrollproben zuriickblieb. 

3. Das Verhalten der zugesetzten fluorescierenden 
Stoffe im Lichte war ein verschiedenes: 

a) Tetrachlortetrajodfluorescein (Rose bengale), 
Acridin und Methylenblau wirkten am starksten. Die 
Kohlensiureentwicklung war gering oder ganz _ unterdriickt. 
Hieraus kann geschlossen werden, daB nicht bloB die in den 
Zellen eingeschlossene Zymase unwirksam gemacht, 
sondern hiaufig auch die Hefezellen bis zur vollstandigen 
Tétung geschadigt wurden. 

Uberimpfungen in sterile Bierwiirze aus diesen dem Lichte 
ausgesetzten Rohren bestitigten dieses Ergebnis. Es trat kein 
Wachstum ein. 

b) Tetrajodfluorescein (Erythrosin), Tetrabromfluo- 
rescein (Eosin) und Phenosafranin nehmen eine mittlere 
Stellung ein. Die entwickelte Kohlensiuremenge war nur anfangs 
gering oder gleich Null, nahm aber spiiter immer mehr zu. Es ist 
anzunehmen, daB hierbei hauptsachlich die Zymase ge- 
chiadigt wurde, die Hefezellen selbst nur wenig, so dab 
infolge Erholung und Neubildung die Girung bald lebhaft in 
Gang kommen konnte. Am stirksten hatte Erythrosin gewirkt. 
Es bildet den Ubergang zur Gruppe a. 

ce) Fluorescein und dichloranthracendisulfonsaures 
Natron waren ohne merkliche Wirkung. Die CO,-Pro- 
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duktion war nicht wesentlich verschieden von der CO,-Produktion 
der Dunkelproben, sowohl in den ersten, wie in den spiiteren 
Stunden. 

Die Lichtwirkung der fluoreszierenden Stoffe auf 
Hefe ist sehr ahnlich mit jener, welche bei den Spalt- und 
Fadenpilzen erhalten wurde. Hervorzuheben wiire allenfalls, 
daB Acridin auf Hefe viel stirker gewirkt hatte als auf Fadenpilze. 

Im Vergleiche zu Paramaecien ist die Unwirksam- 
keit des Fluoresceins und ganz besonders des Dichlor- 
anthracendisulfonats sehr auffallend. Die erstgenannte 
Substanz wirkt auch bei Paramaecien nur schwach, die Dichlor 
anthracendisulfonsiiure aber gehért zu jenen Substanzen, welche 
auf Paramaecien am stirksten wirken. Zur Erklairung dieses 
elektiven Verhaltens der Spalt- und Fadenpilze wurde seinerzeit 
die Ansicht aufgestellt, daB die derbe Membran, welche das 
Protoplasma dieser Organismen umgibt, den Eintritt dieser 
Substanz in das Zellinnere erschwert und dadurch das Auftreten 
einer Wirkung wenigstens bei der angewandten Lichtquelle (zer- 
streutes, durch Glas filtriertes Tageslicht) verhindert. Die Frage. 
ob diese Erklarung auch fiir die Hefezellen, welche ebenfalls 
durch eine derbe Membran nach auBen abgeschlossen sind, zu- 
treffend ist, ist gliicklicherweise einer experimentellen Unter- 
suchung zuganglich, indem das Verhalten ihres spezifischen 
Fermentes, der ,,Zymase*, sowohl isoliert, wie noch in der ab- 
getdteten Zelle eingeschlossen, als Dauerhefe gepriift werden kann. 


If. Versuche mit HefepreBsaft und Dauerhefe. 


Der die Zymase enthaltende HefepreBsaft wurde nach dem 
Verfahren von E. Buchner!) durch inniges Verreiben von 
Miinchener untergiriger Bierhefe mit Kieselgur und Quarz im 
hygienischen Institut hergestellt und von Herrn Prof. M. Hahn 
uns freundlichst zur Verfiigung gestellt. Er bildete eine tribe, 
auch in diinner Schicht sehr wenig durchsichtige Fliissigkeit, 
welche sich durch Zentrifugieren nicht wesentlich aufklaren lieb. 
Bei seiner mikroskopischen Untersuchung fanden sich nur ganz 
vereinzelt einige intakte Hefezellen. Beim langeren Stehen 
geriet er in eine nicht unbetrichtliche Selbstgirung, was indes 


1) E. und H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegiirung 1903, 581. 
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seine Verwendung nicht hinderte, da die Versuche vergleichend 
angestellt wurden, der Fehler sich also in allen Proben wiederholte. 

Zur Belichtung, neben entsprechenden Dunkelkontrollver- 
suchen, wurden angesetzt je 19 ccm PreBsaft + 2 Tropfen Toluol 
+ 1 cem }/,9, molarer Farbstofflésung resp. ebensoviel Wasser 
in den Nullversuchen. Nach der Exposition wurden die Mischungen 
durch Nachspiilen mit 20 cem 40prozentiger Traubenzucker- 
lésung in MeiBlsche Giarkélbchen und die in dem auf 23—24 
geheizten Thermostaten entwickelte Kohlensiuremenge von Zeit 
zu Zeit durch Wiagen der Kélbchen bestimmt. 

Die Acetondauerhefe (Zymin) wurde von der Firma Schroder- 
Miinchen (LandwehrstraBe 45) bezogen und je 2,0 g + 15 ccm 
Wasser + 0,2 ccm Toluol angesetzt unter Zumischung von so 
viel Farbstoff, daB eine molare Konzentration von 1/999 erreicht 
war. Zur Uberspiilung in die Mei ®lschen Kélbchen wurden jedes- 
mal gleiche, gemessene Mengen von Wasser (5 ccm) verwendet. 

Es bestand urspriinglich die Absicht, die Belichtung des 
PreBsaftes und der Dauerhefe in derselben Weise vorzunehmen 
wie die der Hefe, namlich mit zerstreutem Tageslicht auf der 
Drehscheibe. Vorversuche ergaben aber alsbald, daB die Wirkung 
dieses schwachen Lichtes auf diese sehr triiben Mischungen erst 
nach sehr langer Zeit merkbar wurde, deren Anwendung bei der 
bekannten leichten Zersetzlichkeit dieser Hefepriaparate aus- 
geschlossen war. 

Es muBte daher zur Belichtung mit intensiverem 
Licht (Sonne) gegriffen werden, wobei Erlenmeyerkolben 
gleicher Bodenfliche zur Verwendung kamen, in denen der Preb- 
saft und die Zyminemulsion in ca. 2 mm dicker Schicht sich 
befand. Die Kolben wurden im Freien an einem kalten Winter- 
tage in der Sonne aufgehangt, die Dunkelkontrollproben in gleicher 
Weise daneben, von einem schwarzen Tuche iiberdeckt. Wahrend 
der Nacht kamen alle Kolben in den Eisschrank. 


1. Versuch. 


HefepreBsaft mit Dichloranthracendisulfonsaiure, Eosin und 
Phenosafranin 2/g999 molar. 

Die Belichtung wihrte am 1. Tage von 12—5 Uhr, am 2. Tage von 
91/,—5 Uhr. Die Temperatur im Innern der Fliissigkeiten war am Beginn 
des 1. Tages + 9°, am SchluB + 3°; am 2. Tage + 4° bis + 2,5°. Gesamte 
Belichtungsdauer 131/. Stunden an kalten Wintertagen. 
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Kohlensaureproduktion in Milligramm. 





Dichloranthra- Pheno- 





Wasser (horas) Eosit ee 
~~ — endisulfonat safranin 
be- be- be- he 
lichtet dunkel ht dunkel , ht dunkel hichtet dunke! 
Lo 252 ; 246 \4 135 21 14 ( 158 
9 45 | 137 l 27 i () 24 
15 1) 19 + is t 24 t l 
8 2 3 1 4 3 6 0) j 
Summe der in 47 Stun- 
den entwickeltenCO, 319 336 2% 184 32 | 213 42 | 200 
Entwickelte CO, in °/, 95 100 11 LOO 15 , 100) 1 100 
Schidigung im Lichte 
in °/, (die CO,-Menge 
der korrespondieren- 
den Dunkelversuche 
= 100 vgesetzt) i) RY &5 74 


2. Versuch. 


HefepreBsaft mit Dichloranthracendisulfonsiure, Fluorescein, 
Rose bengale, Methylenblau 1!/g999 molar. 

Die Belichtung am 1. Tage (nur teilweise Sonne) dauerte von 9 h 30’ 

, am 2. Tage von 8 h 30’—11 h 30’ 

Da ein weiteres Steigen der Temperatur 

vermieden werden sollte, wurde der Versuch abgebrochen. 


bis 5 h bei Innentemperatur von 8—9 
bei Innentemperatur von 8—10°. 
Gesamte Be- 
lichtungsdauer 101/, Stunden. 


Kohlensaureproduktion in Milligramm. 











. Dichloranthra- __ , Rose Methvlen- 
Wasser 7 Fluorescein : : 
a cendisulfonat bengale blau 
dun- dun dun- 
hell jy.) hell | dunkel| hell dunkel hell key | bell) pay 
2'; 31; 33 17 34 19 31 | 0 65 29. 39 
3" 2 5D 66 3 58 45 65 0 62 39 37 
14 156 | 17] 15 140 76 146! O | 201! 52! 56 
10 52 36 S 3 16 54 0 93 3 14 
13 8S 18 9 20 6 56 COO 17 14 9 
Summe der in 43 Stun- 
den entwickelten CO, 322 324 52 285 162 352) O | 368 137 | 155 
Entwickelte CO: in a 99.4 100 18.2. 100 43.2 100 O 100 88,4 100 
Schadigung im Lichte 
in °/, (die CO,-menge 
der korrespondieren- 
den Dunkelversuche 
= 100 gesetzt)....;| 0,6 81.8 56.8 100 11.6 
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3. Versuch. 

Acetondauerhefe mit Dichloranthracendisulfonsaure und Eosin 
1 5900 molar. 

selichtungsdauer 12!/, Stunden, darunter 9 Stunden Sonne. Mitt- 


lere Innentemperatur 6,6° C. 


Kohlensaéureproduktion in Milligramm. 





‘ Dichloranthra- io a 
; Wasser oer Eosin 
Nach Stunden cendisulfonat 


belichtet dunkel belichtet dunkel belichtet dunke! 


« 


22 114 120 52 109 47 118 
40 145 149 43 98 40 141 
24 14 14 3 2 4 14 
10 l 0 0 0 0 0 





Summe der in 96 Stun- 


den entwickeltenCO, 274 283 98 | 210 91 273 
Oe 93,5 100 46,7 100 33,3 100 
Schidigung in %/, ... 3 53 67 


Ergebnisse. 

1. Licht allein (Sonne durch 0,5 mm dickes Glas) zeigte 
keine erhebliche Wirkung. 

2. Zusatz von Tetrachlortetrajodfluorescein hob das 
Girungsvermégen vollstaindig auf; Zusatz von Eosin, Phe- 
nosafranin und Dichloranthracendisulfonsaure vermin- 
derte es um 80—90%. Fluorescein hatte ebenfalls gewirkt, 
wenn auch schwacher; Methylenblau sehr wenig. Die Ursache 
hierfiir liegt darin, daB dieser Farbstoff fast sofort nach der 
Mischung mit dem PreBsaft zur Leukoverbindung reduziert, 
mithin unwirksam gemacht wurde'). Bei der Belichtung trat 
dann zwar in den oberflichlichsten Schichten wieder Oxydation 
zu wirksamer Substanz ein, wie man aus dem Auftreten einer 
griinlich-blauen Firbung schlieBen konnte, aber dieselbe war 

f inkonstant und voriibergehend und daher ohne durchschlagenden 
Effekt. 

{ 3. Beim Vergleiche der Wirkung des Eosins und der Dichlor- 
anthracendisulfonsiure auf PreBsaft und Dauerhefe fallt auf, 
daB das Anthracenderivat auf ersteres Objekt ungefahr gleich 
stark gewirkt hat wie Eosin, auf letzteres aber merkbar schwacher 


1) k. und H. Buchner und Hahn, Zymasegirung 344. 
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(Schadigung 53 : 67). Es diirfte dies dadurch verursacht sein, 
daB der Durchtritt der Dichloranthracendisulfonsiiure zur Zymase 
auch durch die abgetétete Zellwand noch eine gréBere Hemmung 
erfuhr als beim Eosin, und ferner die relativ zum PreBsaft triiberen 
Dauerhefesuspensionen mehr von den das Anthracenderivat er- 
regenden blauen und violetten Strahlen reflektierten als von den 
griinen des Eosins. 

Zu diesen Ergebnissen sei bemerkt, daB die Versuche vor 
dem Bekanntwerden der Arbeiten von Harden und Joung und 
ihrer Bestitigung durch Buchner und Antoni ausgefiihrt 
worden sind. Infolgedessen ist auch die Frage, ob die Wirkung 
sich auf das eigentliche Enzym (Lactazidase und Zymase im 
engeren Sinne) oder auf das Koenzym (die Phosphorsiureverbin- 
dungen) erstreckt habe, nicht behandelt worden. Sie hatte sich 
durch Zusatz von nicht belichtetem Koenzym zum belichteten 
und zur Girung angesetzten PreBsaft wohl entscheiden lassen. 
Bei der, soweit bekannt, groBben Resistenz des ,,Koenzyms* ist 
eine erheblichere Lichtempfindlichkeit desselben von vornherein 
wohl nicht zu erwarten. 


Ill. Vergleichende Versuche mit Hefe und Dauerhefe in ultraviolett- 
freiem Bogenlicht. 

Die mit Fluorescein und Dichloranthracendisulfonsiure an 
HefepreBsaft resp. Dauerhefe ausgefiihrten Versuche (Abschnitt II) 
ergaben gegeniiber den Versuchen an lebender Hefe (Abschnitt 1) 
eine bedeutende Schidigung des Garungsvermégens, insbesondere 
bei letzterer Substanz. Zu einem genaueren Vergleiche sind die 
beiden Versuchsreihen indes nicht geeignet, weil die Belichtung 
und die Konzentration der Zusatzstoffe verschieden waren. Es 
wurden daher die Versuche mit Dichloranthracendisulfonsaure 
unter gleichen Verhaltnissen an lebender Hefe und Acetondauer- 
hefe wiederholt und Eosin zum Vergleiche hinzugenommen. 

Als Licht quelle diente eine Reflektorlampe von 30 Ampere, 
120 Volt, deren Lichtintensitat im sichtbaren Teile nach friiherer 
Bestimmung Sonnenlicht ungefaihr gleich kam. Das horizontal 
austretende Licht passierte ein von Wasser stiandig durchstromtes 
Kiihlgefi8 mit planparallelen Glaswiinden von 5 mm _ Dicke 
und fiel dann auf die senkrecht gestellte bereits beschriebene 


Drehscheibe, auf welcher die mit den Mischungen gefiillten Roéhren 
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in radiarer Stellung befestigt waren. Wegen des senkrechten Ein- 
falles der Lichtstrahlen und der durch die Drehung der Scheibe 
bewirkten allseitigen Einwirkung des Lichtes auf den Rohren- 
inhalt, sowie wegen der etwas besseren Durchsichtigkeit infolge 
des gréBeren Wasserzusatzes war die Lichtwirkung in dieser An- 
ordnung eine viel intensivere als in den Versuchen des Ab- 
schnittes 2 mit Sonnenlicht und Erlenmeyerkolben. Es, geniigten 
daher Belichtungszeiten von 1'/,—3 Stunden. Nach der Belichtung 
und Uberfiihrung in die MeiBlkélbchen wurde 4,0 Dextrose zu- 
gesetzt. Die Temperatur war wahrend der Belichtung 10°, wiih- 


rend der Garung 2: 


1. Versuch. 
Hefe. 
Jede Roéhre war mit 25 ccm 2 prozentiger Hefeaufschwemmung (unter- 
giirige, gereinigte Miinchener PreBhefe) beschi:kt. Die Farbstoffzusitze 
erfolgten 12 Stunden vor der Exposition, um geniigende Zeit fiir das Ein- 


dringen in die Zelle zu lassen. 


Entwickelte Kohlensiure in Milligramm. 





Dichloranthra- 
Wasser cendisulfonat Eosin * 4 o99-m 
leg 
belichtet dunkel belichtet dunkel belichtet dunke) 


In Stunden 





1',b 3h 1’,h 3h 1? bh) 3h 

3 38 3 49 36 38 57 7 6 20 
14 360 | 364 | 357 350 | 349 = = 441 54 12 228 
8 72 | 175 153 2051197 218 54 22 168 
17 284 291 278 359 | 346. +378 164 86 «6309 
8 110 108 101 145 34 144 , &4 46 121 
20 239 | 237 | 215 308 | 288 297 | 205 135 248 
20 & 190 176 & 220 | 172 | » 141 179 
26 =f 175 156 oS 156 34 of 165 161 
23 = /107' 9% f=) 2 5 | = | 139) 108 
26 $ | 58: 71 ¢ 5 4} 2 | 130; 85 
23 = 15 49 | & 4 21 & | wi 62 
28 = 3 38 = 1 0 = 116 48 
Summe der in 216 Stun- 1,757 | 1,738 1.761 1,752 1,105 1,737 


den entwickelten CO, 


2. Versuch. 

Dauerhefe. 
Die Fiillung jeder Rébre bestand aus 2,0 Zymin + 20 cem Wasser 
+ 0,2cem Toluol + 15 cem 4/;99-m Farbstofflésung resp. Wasser. Bei dem 
angegebenen, mit dem gleichmaBigen Ablauf der spateren Garung noch 
vertriglichen Zusatze von Wasser erschien das aufgeschiittelte Gemenge 


eben noch so weit durchscheinend, daB eine Lichtwirkung zu erwarten war. 
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Entwickelte Kohlenséure in Milligramm. 





Dichloranthra- 

















ve Si . . y sj 1 - 
— or Wasser cendisulfonat 4), ,9-m Eosin * yo99-m 
be- be- be- be- he- - 
lichtet 4™Kel jichtet lichtet TPKE jichtet | lichtet dumkel 
1! ,h J! ,h 3h Ji ,h 3h 
15 107 99 82 61 97 73 50 102 
27 201 199 157 102 190 130 RY 196 
24 125 132 83 47 121 74 35 128 
25 SD 7 38 22 77 44 7 &4 
23 | 70 69 { il 39 | 23 x 48 
28 | 27 7 2 | 10 10 5 22 
Summe der in 142 Stun- 
den entwickelten CO, 595 593 366 44 534 35 204 D0 
CO, in °/, die korresp. 
Dunkelwerte 100 
qoutes... ss sss!) 100 100 68,6 45,7 100 61.00 35.0 100 
Daraus berechneteScha- 
GUNN gc. KGa os 8) 31,4 54,3 390 66.0 


Ergebnis. 

1. Das Girungsvermoégen der lebenden Hefe wurde 
dureh Dichloranthracendisulfonsaiure in_ ultraviolett- 
freiem Bogenlichte nicht erheblich geschidigt. Die in der 
ersten Zeit entwickelte Kohlensiuremenge ist zwar etwas herab- 
gesetzt (in der kiirzere und lingere Zeit belichteten Probe 
ziemlich in gleichem Grade), nahm aber dann rasch zu, so da 
die Garung in gleicher Zeit und unter annahernd gleicher Gesamt- 
produktion abgelaufen war wie in der Dunkelprobe. Dureh 
Eosin hingegen wurde das Girungsvermoégen stark gescha- 
digt. Die Kohlensiureentwicklung war lange Zeit sehr gering, 
namentlich in der linger belichteten Probe, und hob sich erst in 
den spiteren Tagen (wohl infolge Vermehrung des Restes noch 
nicht getéteter Zellen), so daB sie auch in dem langer fortgesetzten 
Versuche noch lebhaft im Gange war, als derselbe gleichzeitig 
mit den iibrigen abgelaufenen abgebrochen wurde. 

2. Das Girungsvermégen der Acetondauerhefe wurde 
auch durch Dichloranthracendisulfonsiure stark ge- 
schadigt. Die Schidigung nahm zu mit der Dauer der Be- 
lichtung und war nahezu ebenso groB wie bei Eosin. Die schwache 
Wirkung des Anthracenderivates bei der lebenden Hefe scheint 


demnach in der Tat hauptsachlich durch das geringe Vermézen, 


die lebende unverinderte Zellwand zu passieren, bedingt zu sein. 





| 
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Zusammenfassung. 

Die hauptsachlichsten Ergebnisse der Untersuchung lassen 
sich in folgende Satze zusammenfassen : 

1. Fluorescierende Stoffe in zerstreutem Tageslicht vermégen 
das Garungsvermégen der Hefe aufzuheben und bei stiirkerer Ein 
wirkung die Hefe zu téten. Die Hefe verhalt sich jedoch den 
einzelnen fluorescierenden Stoffen gegeniiber auswihlend (selektiv), 
aihnlich wie die Spalt- und Fadenpilze, insbesondere das auf 
Paramaecien in zerstreutem Tageslicht und ultraviolettfreiem 
Bogenlichte sehr stark sensibilisierende dichloranthracendisulfon 
saure Natron war bei Hefe ohne erhebliche Wirkung. 

2. Bei Acetondauerhefe und noch mehr bei Hefeprebsaft 
(freie Zymase) riefen hingegen alle untersuchten fluorescierenden 
Stoffe, insbesondere auch die Dichloranthracendisulfonsaure eine 
starke Abnahme, teilweise eine vollstandige und dauernde Auf- 
hebung des Giarungsvermégens hervor. Das Verhalten dieses 
,intracellularen Enzyms“ ist also sehr aihnlich jenem der bisher 
untersuchten extracelluliren Enzyme. 

3. Das selektive Verhalten der lebenden Hefe diirfte in dem 
Umstande seinen Grund haben, da®B einzelne fluorescierende 
Stoffe, z. B. das Dichloranthracendisulfonat, durch die auBbere 
Zellwand nur in so geringer Menge zu dringen vermégen, daB eine 
Wirkung wenigstens bei den in diesen Versuchen angewandten 
Lichtquellen nicht bemerkbar war. 























Die Wirkung des Lichtes auf Peroxydase und ihre 
Sensibilisierung durch fluorescierende Stoffe. 


Von 


Kando Jamada und A. Jodlbauer. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat zu Miinchen 
[Prof. H. v. Tappeiner].) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1907.) 


Zellen und Zellkomplexe, auf welche das Licht allein 
keine augenfallige Wirkung ausiibt, werden durch dasselbe bei 
gleichzeitiger Anwesenheit gewisser Stoffe, denen die 
Eigenschaft gemeinsam ist, in wisseriger Lésung zu 
fluorescieren, stark und rasch destruiert (1). Aber nicht nur 
Zellen, auch Enzyme und Toxine (2) sind durch fluorescierende 
Stoffe im Lichte stark beeinfluBbar. 

Von den Enzymen ist nach dieser Richtung Invertase, 
Papaiotin, Labferment und Zymase untersucht worden. 

Es ergab sich hierbei, daB bei Gegenwart der fluore- 
scierenden Stoffe alle diese Kérper im Lichte mehr 
oder minder rasch ihre spezifischen Wirkungen verlie- 
ren, wahrend bei LichtabschluB keine Beeinflussung 
nachweisbar ist (3). Diese photodynamische Wirkung 
der fluorescierenden Stoffe tritt aber nur bei Sauer- 
stoffanwesenheit auf. 

Da an den Fermenten die Wirkungen quantitativ genau 
festzustellen sind, wurde mit Hilfe derselben die Frage zu lésen 
versucht, ob zwischen der Wirkung des Lichtes allein 
und derdesSystems: Licht + fluorescierender Substanz 
einenger Zusammenhang besteht. Denn wire dies der Fall, 
so muBte das Licht allein imstande sein, Fermente zu schadigen 
und auBerdem die Schidigung von der Sauerstoffgegenwart 
abhangen. 

Uber die Wirkung des Lichtes auf Fermente gehen die 


Ansichten der verschiedenen Forscher auseinander. Wahrend 
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einige (Downes und Blunt (4), Fermi und Pernossi (5 
dem Lichte eine schidigende Wirkung zuschreiben, konnten 
andere (Emmerling (6), Wei (7)) keine solche nachweisen 
Diesen Widerspruch suchte Schmid - Nilsen (8) dadurch zu 
erklaren, daB er an Stelle der bisher benutzten GlasgefiBe plan - 
parallele Quarzeuvetten zu seinen Versuchen benutzte, dic 
bekanntlich auBer den sichtbaren Strahlen auch die ultravioletten 
durchtreten lassen. Sein Versuchsobjekt war Chymosin. Sch mid- 
Nilsen fand, daB es eben die ultravioletten Strahlen sind, 
die das Chymosin zerstéren kénnen, waihrend die an- 
deren Teile des Spektrums oline EinfluB sind. Denn 
schaltete er seinen Quarzcuvetten Glas vor, blieb die Lichtwirkung 
aus. Allerdings war nach mehrstiindiger Belichtung mit durch 
Glas filtrierten Strahlen, die zur Koagulation der Milch nétige Zeit 
(normal 3 Minuten) um !/,—!/, Minute verliingert. Doch fihrt 
er dies auf Versuchsfehler zuriick und schlieBt sich in seinem 
Resiimee betreff der sichtbaren Strahlen Em merlings Ansicht an. 

Hierdurch sind die obenerwihnten Widerspriiche keineswegs 
gelést, da ja vorher stets nur GlasgefiBe zur Verwendung kamen. 
Uber die Wirkung der sichtbaren Strahlen eindeutige Ergebnisse 
zu erhalten, ist fiir die obige Fragestellung notwendig. Deshalb 
wurden im pharmakologischen Institut nochmals Versuche tiber 
die Wirkung des Lichtes auf Fermente unternommen. Versuchis 
objekt war die Invertase. Es konnte hierbei festgestellt 
werden, daB die sichtbaren (durch Glas durchtretenden) 
Strahlen des Sonnenlichtes fiir sich allein imstande 
sind, Invertase zu schidigen, aber ausgesprochen nur 
dann, wenn Sauerstoff zugegen ist. Hierdurch erklaren 
sich auch die negativen Versuche Emmerlings, der in seinen 
Versuchen, wie er ausdriicklich angibt, vollgefiillte Glasgefibe 
benutzte und somit fiir nicht geniigenden Sauerstoff gesorgt hatte. 

Anders verhalten sich die ultravioletten Strahlen. 
Ihre Wirkung ist unabhingig von der Gegenwart von 
Sauerstoff (9). 

Da es somit feststand, daB die sichtbaren Strahlen Fermente 
schidigen kénnen, und die Schidigung durch dieselben gerade 
so wie die Schiidigung durch die fluorescierenden Stoffe von der 


Sauerstoffanwesenheit abhingt (10), kann die Wirkung der 


fluorescierenden Stoffe als eine Erhéhung der Licht- 
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empfindlichkeit der Fermente gegeniiber Licht 
Sensibilisierung — aufgefaBt werden. Diese Erhéhung 
ist allerdings sehr bedeutend; sie betriigt bei Invertase das 400 fache 
der einfachen Lichtwirkung. 

Die an Invertase festgestellten Befunde decken sich fast voll- 
stindig mit den Ergebnissen der Bieschen Versuche iiber die 
Wirkungen des Lichtes auf Bakterien (11): Enthalt das Licht 
die auBersten ultravioletten Strahlen, die Glas nicht passieren 
kénnen, so ist die bactericide Wirkung nur in geringem Grade 
vom Vorhandensein des Sauerstoffs abhingig. Je mehr diese 
ultravioletten Strahlen ausgeschaltet werden, desto mehr tritt 
die Notwendigkeit der Sauerstoffanwesenheit hervor. 

Bestatigt wurden diese Angaben von Thiele und Wolf (12). 
Nach ihren Versuchen sind die langwelligen Strahlen bei Sauer- 
stoffabwesenheit auf Bakterien vollkommen wirkungslos. 

Diese Analogie der Wirkung auf Zellen mit derjenigen auf 
Fermente legen den Gedanken nahe, dab zwischen der Zellwirkung 
und der Fermentwirkung ein engerer Zusammenhang besteht, 
und eventuell erstere von letzterer in Abhingigkeit steht. 

Ks war daher winschenswert zu priifen, ob diese nur fiir 
Invertase festgestellten Tatsachen auch fiir andere Fermente 
gelten. Auf den Rat von Tappeiners hin wurden hierzu die 
im Tier- und Pflanzenreiche weitverbreiteten intracellularen 
oxydativen Fermente gewahlt. 

Die ersten Kenntnisse von fermentartigen intracellulairen 
Agentien, die molekularen Sauerstoff auf oxydable Substanzen 
iibertragen, verdanken wir Schénbein (13). Ihm gelang es 
festzustellen, daB es fermentartige Verbindungen im Tier- und 
Pflanzenreiche gibt, welche Hydroperoxyd, sowie andere bei 
der freiwilligen Oxydation organischer Stoffe (Ather, Terpentin- 
61) entstehende Peroxyde gerade so wie Platinmolr aktivieren’). 
Diese peroxydaktivierenden Stoffe hielt er fiir identisch mit denen, 
die Hydroperoxyd katalytisch zerlegen. Erst Low (15) schrieb 
letztere Fahigkeit einem besonderen Fermente, der Katalase, zu. 

Bald erkannte man, daB in den Zellen verschiedenartige 


Oxydationsfermente — Oxydasen — vorhanden sein miissen, 


1) Ihre Verbreitung ist nach den neueren Untersuchungen sekr all- 
gemein. VermiBt hat sie Kobert (14) in der Parenchymfliissigkeit det 
Ameisenpuppen und im Cephalopodenblut. 
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und so versuchte Bourquelot (16), sowie Grueb (17) eine 
Klassifikation derselben. Ihre Einteilungen sind aber mit den 
neueren besonders von Bach und Chodat (18) festgestellten 
Tatsachen nicht mehr vereinbar. Nach diesen beiden Forschern 
sind in den Zellen Stoffe vorhanden, die sich mit dem molekularen 
Sauerstoff zu Peroxyd vereinigen koénnen, und so die Zelle in den 
Stand setzen, jederzeit unabhingig von Licht und Warme aktiven 
Sauerstoff zur Verfiigung zu haben. Diese eiweiBartigen Stoffe 
bezeichnen sie als Oxygenasen. Um aber die Peroxyde rasch 
aktivieren zu kénnen, produziert die Zelle ein weiteres Ferment. 
die Peroxydase!). Die Aktivierung durch die Peroxydase 
verhalt sich ahnlich wie die des Hydroperoxyds durch Ferrosalze. 
Nimmt aber unter bestimmten Verhiltnissen die Peroxydbildung 
iiber die Bediirfnisse der Zelle zu, so tritt ein anderes Ferment in 
Tatigkeit, das Hydroperoxyd unter Sauerstoffentwicklung kata- 
lytisch zerlegt: die Katalase. 

Diese Hypothese von Bach und Choda wird allerdings von 
verschiedenen Forschern (L6éw, Pfeffer) nicht anerkannt. 

Auch die Fermentnatur der Peroxydase kann in Zweifel 
gezogen werden, doch sprechen mehr Tatsachen fiir als gegen 
dieselbe. 

Die Peroxydase ist aber nicht als ein in seiner Wirkung ein- 
heitlicher Koérper aufzufassen. 

Schon Aso (20) beobachtete das Vorkommen verschiedener, 
spezifisch wirkenden Peroxydasen. A. Bach (21) gelang es 
dann, aus der Tyrosinase eine Peroxydase zu erhalten, welche 
Hydroperoxyd bei der Oxydation des Tyrosin aktiviert, wahrend 
die gewohnliche Peroxydase es nicht tut. Die Versuche Palla- 
di ns (22) zwingen ebenfalls zur Annahme spezifischer Peroxydasen. 

Von diesen hier kurz skizzierten Fermenten wurde zu den 
folgenden Versuchen die Perox ydase gewahlt, die im Meerrettic: 
enthalten ist, weil sie nach den Angaben von Bach und Cho- 
dat (23) leicht frei von Peroxyd darzustellen ist. Digeriert man 
Meerrettichwurzel mehrere Tage mit 80 prozentigem Alkohol und 
extrahiert si¢ dann mit 40 prozentigem Alkohol und engt diese 
Extrakte im Vakuum bei 30° stark ein, so fallt durch absoluten 


1) Nach Sieber (19) sind die Peroxydasen tierischen und pflanzlichen 


Ursprungs auch starke Zerstérer von Toxinen. 
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Alkohol die Peroxydase aus'). Sie iibt nur bei Anwesenheit von 
Peroxyd eine oxydierende Wirkung aus. 

Zur Feststellung der Wirkungsstarke und deren eventuellen 
Veranderung kann eine Reihe von Reaktionen dienen; wir wahlten 
zu unseren Versuchen zwei von Bach und Chodat genau studierte 
aus, nimlich die Abspaltung von Jod aus angesiuerter 
Jodkaliumlésung (24) und die Ox ydation von Pyrogallol 
zu Purpurogallin (25) nach Hydroperoxydzusatz. 

Was die durch die Peroxydase bewirkte Beschleunigung der 
Jodausscheidung aus der Jodwasserstoffsiiure betrifft, so sind 
einige dieser Reaktion eigentiimlichen Merkmale hervorzuheben. 
Die VergréBerung des Umsatzes wiichst nicht nur mit der Konzen- 
tration der Peroxydase, sondern auch mit der der Jodwasser- 
stoffsaure. 

Bach meinte als Gesetz aufstellen zu diirfen, daB die Ver- 
groberung nicht unbegrenzt zunimmt, sondern fiir jede Per- 
oxydase- und jede Jodwasserstoffsiurekonzentration ein gewisses 
Maximum erreicht und dann stehen bleibt. An einem anderen 


1) Unsere auf diese Art dargestellte Peroxydase war frei von Per- 
oxyden, zeigte aber allerdings nur die Halfte des Aktivierungsvermégens, 
welches Bach und Chodat bei seinem Priparat fand. Die Ermittlung 
desselben geschieht nach Bach und Chodat in folgender Weise: 

»,Von dem im Exsiccator aufbewahrten Priparat werden 0,3 g ge- 
nau abgewogen und in 30 ccm Wasser gelést. 5 ccm dieser Lésung werden 
mit iiberschiissigem Hydroperoxyd (30 ccm 1 prozentiger Hydroperoxyd- 
lésung) und 1,5 g Pyrogallol zusammengebracht. Das entstandene Purpuro- 
gallin wird nach 12 Stunden auf ein tarirtes Filter gebracht, mit 200 ccm 
Wasser gewaschen und bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und 
gewogen. Andererseits laS8t man 10 cem 1 prozentiger Hydroperoxydlésung 
mit iiberschiissiger Peroxydase (25 ccm der obigen Lésung) auf 1,5 Pyrogallol 
einwirken — das Volumen der Reaktionsfliissigkeit betriigt in beiden Fillen 
50 ecem — und verfihrt weiter wie oben. 

Ist a die mit HydroperoxydiiberschuB angewandte Peroxydasemenge 
und m die dabei entstandene Purpurogallinmenge, b die mit Peroxydase- 
iiberschu8 angewandte Hydroperoxydmenge und n die dabei entstandene 

, | = ; 
Purpurogallinmenge, so ist - die Hydroperoxydmenge, welche mit 
a Peroxydase in Reaktion trat und o= das Aktivierungsvermégen des 


untersuchten Peroxydasepriparats.* 

Unser Priiparat ergab nach diesem Verfahren ein Aktivierungs- 
vermégen von 0,48 gegeniiber 0,87 des Bachschen Priparates. An den 
Versuchsergebnissen andert das nichts. 
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Praparate fand er aber, daB eine solche Gesetzmabigkeit nicht 
besteht. Hierbei nahm die Jodausscheidung nach Erreichung des 
Peroxydasmaximum genau proportional der Konzentration der 
Jodwasserstoffsiure zu. 

Ferner muB betont werden, daB auch bei maximaler Jod- 
wasserstoffsiurekonzentration die Jodabspaltung nicht propor- 
tional der Fermentmenge verlaiuft, sondern langsamer. 

Das diirfte darin begriindet sein, daB die Peroxydase bei der 
Aktivierung des Hydroperoxyds verbraucht wird. Die Ursache 
dieses Verbrauches liegt in der Bildung von freiem Jod, das in 
Verbindung mit Hydroperoxyd die Peroxydase rasch zerstort. 

Aus letzterem Grunde bestimmten wir bei unseren Versuchen 
nicht das Maximum der Fermentwirkung, sondern lieBen die 
Peroxydase nur 3 Minuten auf die Jodwasserstoffsiure einwirken 
und begniigten uns mit dem Vergleiche der waihrend dieser kurzen 
Zeit freigewordenen Jodmengen. 

Die verwendeten Lésungen hatten folgende Zusammensetzung : 
2,5 ccm 2/,, n-Jodkaliumlésung wurden mit einer bestimmten 
Menge Wasser verdiinnt, dann mit 2,5 ccm 2/,,. n-Essigséure und 
2,5 cem ?/,, n-Hydroperoxyd versetzt. Die Wassermenge war so 
gewahlt, daB die Gesamtfliissigkeitsmenge 50 ccm betrug. Somit 
war die Konzentration des Jodkaliums, der Essigsiure und des 
Hydroperoxyds in allen Versuchen die gleiche (je */s999 Aquivalent 





H,0, 
JK, CH,COOH und ° ~ in 50 cem). Von der verwendeten Per- 


oxydaselésung enthielt 1 cem ca. 155/;999 Aquivalent Peroxydase 
(= 0,005 g unseres Praparates)'). 

Die Lésungen standen in einem Zimmer, dessen Temperatur 
nicht wesentlich schwankte. Die Versuche selbst wurden, um die 
Beschleunigung der Jodabspaltung durch Licht hintanzuhalten, im 
Dunkeln angestellt. Nachdem das Peroxyd 3 Minuten eingewirkt 
hatte, wurde méglichst rasch Starkekleister zugegeben und mit 
1/99 n-Natriumthiosulfat titriert. 

Wir lassen nun, um einen Uberblick iiber den Verlauf der 
Reaktion zu geben, eine Versuchsreihe folgen, in der unbelichtete 
Peroxydase zur Reaktion kam. 


1) Unser Priparat aktivierte ca. die Hialfte seines Gewichtteiles 
Hydroperoxyd. 
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Peroxydasemenge Verbrauchte Thiosulfatlisung in cem 
Nullversuch a O15 tated 

bed Aquivalent (= 0,05 cem) 1,35 
a . (=O .) 1,90 
— (=0,25 . ) 3,35 
0,75 — ().5 ) 5.60 
10000 ’ ” ’ 

soap0 =10 , 8,05 
—_ (=20 ,) 9,40 


Hieraus ist zu ersehen, daB auch bei so kurzer Fermentein- 
wirkung die Jodabspaltung nicht proportional der Fermentmenge 
verlauft. Somit ist aus der OxydationsgréBe nicht ohne weitere= 
die Fermentwirkung (resp. eine eventuelle Schidigung) zu be- 
rechnen. 

Diese Schwierigkeit kann umgangen werden durch die Ver- 
wendung der Pyrogallolreaktion; hierbei ist, wenn Hydro- 
peroxyd im Uberschu8 vorhanden ist, die GréBe des Umsatzes 
direkt proportional der Peroxydasemenge. Die Anordnung der 
Reaktion war folgende: 

10 cem einer 10prozentigen Pyrogallollésung wurde mit 
10 cem lprozentiger Hydroperoxydlésung und 10 ccm einer 
lprozentigen Peroxydaselésung versetzt. Nach 24stiindigem 
Stehen wurde das ausgeschiedene Purpurogallin auf gewogenen 
Filtern gesammelt, mit einer bestimmten Menge kalten Wasser~ 
(100 cem) gewaschen, bei 110° bis zur Gewichtskonstanz ge 
trocknet und gewogen. 

Nachdem die Reaktionen, die zur Bestimmung der GréBe 
der Fermentwirkung in Verwendung kamen, besprochen sind. 
gehen wir auf unsere eigentlichen Versuche iiber. 


I. Die Wirkung des Lichtes als solehes. 
Sonnenversuche. 

Bei den ersten diesbeziiglichen Versuchen diente die Sonne 
als Lichtquelle. Es war natiirlich notwendig, thermisch 
Schadigungen durch Warmestrahlung und -leitung 
auszuschalten. Zu diesem Zwecke lagen die Belichtungs 


5* 
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proben unter einer 20 cm hohen Schicht Wassers, dessen Tem- 
peratur durch starken Zu- und Ablauf nicht tiber 9° C stieg. 
Messungen am beruBten Thermometer in gleicher Lage mit den 
BelichtungsgefiBen ergaben als Héchsttemperatur 17° C. Fiir 
moglichst gleiche Lage simtlicher GefiBe war Sorge getragen. 
Der folgende Versuch wurde in dickwandigen Reagensglisern von 
1,7 cm Durchmesser angestellt, wodurch vor allen nur die sicht- 


baren Strahlen zur Wirkung kommen. 


Versuch I. 

Fiinf Reagensgliser waren gefiillt mit je 5 ccm der 0,5 prozentigen 
Peroxydaselésung und blieben verschiedene Zeit lang dem Sonnenlicht aus- 
gesetzt. Nach der Bestrahlung wurde je 1 ccm der bereits angegebenen 
Lésung von Jodkalium, Essigsiure und Wasserstoffsuperoxyd zugesetzt 
und nach 3 Minuten die Jodabscheidung mit !/,9) n-Thiosulfat bestimmt. 





Belichtungsdauer in Minuten Verbrauchtes Thiosulfat (* ,y5-n) in cem 
: 0) 1,2 7 
15 6.2 
0 5.4 
15 4,6 
60 4,1] 


Hieraus ist zu ersehen, daB schon die sichtbaren Strah- 
len die Peroxydase stark beeinflussen, und zwar setzt 
die Schadigung bereits nach kurzer Belichtungsdauer 
ein. 

In der zweiten Versuchsreihe wurden die sichtbaren sowie 
die ultravioletten Strahlen zur Wirkung gebracht. 


Hierzu dienten flache, cylindrische Kammern (Cuvetten), die schon bei 
friiheren Versuchen Verwendung fanden und in den gesammelten Unter- 
suchungen iiber die photodynamischen Erscheinungen auf 8. 196 abgebildet 
sind. Sie bestehen aus je einer Quarz- und einer Crownglasplatte, die durch 
einen 25 mm hohen Glasring zusammengehalten sind. Letzterer ist an 
einer Stelle durchbohrt zur Aufnahme eines aus einem Stiick gefertigten 
Doppelrohres, das zur Zu- und Ableitung der zur Fiillung benutzten Gase 
diente. Die einzelnen Teile sind durch Kitt so fest verbunden, daB ein 
mit der Quecksilberpumpe hergestelltes Vakuum unveriindert bleibt. 

Es waren zwei Cuvetten im Versuche; bei der einen fielen die Licht- 
strahlen durch die Quarzwand, bei der anderen durch die Glaswand ein. 
Letztere war auBerdem bedeckt durch eine weitere Spiegelglasplatte, um 
die ultravioletten Strahlen vollstandig abzufiltrieren. 
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Versuch II. 
Die beiden Cuvetten waren gefiillt mit je 5 ccm der 0,5 prozentigen 
Peroxydaslésung. Die Belichtungsdauer betrug 25 Minuten in der Sonne. 





Belichtungsart Verbrauchtes Thiosulfat |' ,,,-n) in cem 
Dunkelversuch 7.8 
Sonnenlicht durch Glas 5.6 
(juarz 4.3 


Somit ist, wie ja zu erwarten war, durch das Hinzutreten 
der ultravioletten Strahlen die Schadigung der Per- 


oxydase erhéht worden. 


Versuche mit einer Quecksilberlam pe. 

Da bei der Verwendung der Sonne als Lichtquelle die Licht- 
stirken sehr wechseln, kam eine Lichtquelle zur Verwendung, 
die absolut konstantes Licht gibt, naimlich eine Quarz- 
glasquecksilberdam pflam pe (von W. C. Heraeus in Hanau) 
Dieselbe hat bei 175 Volt und 4 Ampere eine mittlere riumliche 
Lichtstarke von 3180 Hefnerkerzen und eine Intensitat der 
ultravioletten Strahlen von bisher unbekannter GroBe. 

Bei der starken Warmestrahlung dieser Quecksilberlampe 
war es wiederum notig, die Wirmewirkung auszuschalten. 
Zu diesem Zwecke kamen die BelichtungsgefaiBe wiederum unter 
Wasser, dessen Niveau 20 cm iiber den BelichtungsgefaiBen lag. 
Durch mehrfachen Zu- und Ablauf gelang eine derartige voll- 
stindige Kiihlung, daB ein beruBtes Thermometer, das in ein 
BelichtungsgefaiB eingeschlossen wurde, konstant 12° C zeigte. 
Um aber die Lichtverhiltnisse fiir die einzelnen Belichtungs- 
gefaBe gleichmaBig zu gestalten, stand die Wasserwanne auf einer 
Drehscheibe, die durch eine Turbine in gleichmaBig ruhigem 
Gange gesetzt war. 

Die Belichtung begann jedesmal erst dann, nachdem die 
Lichtquelle konstant war. 


Versuch IIL. 


Beide Quarzcuvetten waren gefillt mit je 5 cem Feimentlosung. 


Eine Cuvette lag mit der Glaswandung, die andere mit der Quarzwandung 
nach oben horizontal den einfallenden Strahlen. Die Belichtung dauerte 
25 Minuten. 
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Belichtungsart Verbrauchtes Thiosulfat (* ,99-m) in ecm 


Dunkelversuch 7.8 
Hg-Licht durch Glas 6,7 
” »  Quarz 2,8 


DaB sich das Verhaltnis der Wirkung der sichtbaren Strahlen zu 
der Gesamtstrahlung (ausschlieBlich der Wairmestrahlen) geandert 
hat, erklart sich daraus, daB die neue Lichtquelle gegeniiber 
der Sonne viel weniger sichtbare und viel mehr ultra- 
violette Strahlen besitzt. 

Nachdem somit einwandsfrei die zerstérende Wirkung des 
Lichtes auf die Peroxyde nachgewiesen war, kam die weitere 
Frage zu lésen, ob ahnlich wie bei Invertase dem Sauerstoff eine 
wesentliche Rolle bei der Lichtwirkung zukommt. 


li. Die Bedeutung der Sauerstoffanwesenheit fiir die Wirkung 
der Lichtstrahlen. 


Seine Bedeutung fiir die sichtbaren Strahlen. 

Hierzu wurden die Cuvetten, nachdem sie mit der Ferment- 
lésung beschickt waren, evakuiert und mit elektrolytisch dar- 
gestelltem Wasserstoff resp. Sauerstoff gefiillt, wieder evakuiert 
und wieder gefiillt. Nach dieser stets dreimal wiederholten Pro- 
zedur erfolgte die Abschmelzung der diese Gase zu- resp. ab- 
fiihrenden Glasréhre. Es wurde dann in einigen Versuchen in 
der Sonne in anderen mit der Quecksilberlampe belichtet. 


Versuch IV (Sonnenversuch). 


Es kamen zwei dickwandige, den Reagensglisern nachgebildete Glas- 
cylinder von 3,4 cm Durchmesser und 19 cm Linge in Verwendung, die 
an ihrem oberen Ende zu einer diinnen Réhre ausgezogen waren. Sie ent- 
hielten je 5 ccm Fermentlésung von bekannter Konzentration. Die Be- 
lichtung wahrte 1'/, Stunden in der Sonne. 





‘Fillung 'Verbrauchtes Thiosulfat (* ,99-n) in eem 











Wasserstoff Licht 


7,7 


‘ Dunkel 7,8 
Sauerstoff Licht 4.6 
n Dunkel 7.8 
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In anderen Versuchen wurden in derselben Weise die Belichtungs- 
gefaBe mit Wasserstoff resp. Sauerstoff gefiillt, das den Wasserstoff ent- 
haltende GefaB aber schlieBlich mit einer Quecksilberpumpe nach S prengels 
System evakuiert und zugeschmolzen 


Versuch V (Sonnenversuch). 

Im Versuche waren drei dickwandige cylindrische GlasgefaBe, von 
denen zwei mit Sauerstoff gefiillt, eines evakuiert war. Von den beiden 
Sauerstoffproben diente eine zum Dunkelversuch. Nach der Gasfiillung 
resp. Evakuierung wurden die Cylinder zugeschmolzen. Belichtungsdauer 
11/, Stunden in der Sonne. 











Fiillung Verbrauchtes Thiosulfat (* ,,,-n) in cem 


Sauerstoff unbelichtet 7,8 
Evakuiert belichtet 7,6 
Sauerstoff belichtet 4.9 


Aus den beiden Versuchen ist zu ersehen, daB ahnilich wie 
bei Invertase eine wesentliche Wirkung der sichtbaren 
Strahlen nur dann eintritt, wenn Sauerstoff zugegen 
ist. Die geringe Abweichung vom Dunkelwerte kann als inner- 
halb der Grenzen der nicht zu umgehenden Versuchsfehler gelegen 
betrachtet werden. Jedenfalls ist die Schadigung bei Sauerstoff- 
ausschluB auBerst gering und es beruht die Wirkung der sicht- 
baren Strahlen in einem Oxydationsprozesse. Belichtungen mit 
der Quecksilberlampe gaben die gleichen Resultate. 


Versuch VI (Hg - Lampe). 

Verwendet wurden die beiden Quarzcuvetten, deren jede mit 5 ccm 
der Fermentlésung gefiillt waren. Die eine war mit O, gefiillt, die andere 
nach dreimaliger Evakuierung und H,-Durchspiilung evakuiert zuge- 
schmolzen. Die Belichtung geschah in beiden Fallen durch die Glas- 
wand. Belichtungsdauer 1!/, Stunden. 





Fiillung 


Verbrauchtes Thiosulfat (* ,,o-n) in ccm 


Sauerstoff (Dunkelversuch 
Evakuiert (Lichtversuch 
Sauerstoff (Lichtversuch) 


sis | 
1 G0 to 


Bedeutung der Sauerstoffanwesenheit fiir die ultravioletten 
Strahlen. 


Nachdem die Notwendigkeit der Sauerstoffgegenwart fiir die 
sichtbaren Strahlen feststand, erhob sich die Frage nach dem 
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Verhalten der ultravioletten Strahlen. Bei diesen Versuchen 

konnte natiirlich nur durch Quarz belichtet werden. In jedem 

Versuche war eine Cuvette mit O, gefiillt, die andere nach wieder- 

holter Evakuierung und H,-Fiillung evakuiert zugeschmolzen. 

In Verwendung kam als Lichtquelle die Quecksilberlampe. 
Versuch VII. 


Jede Cuvette enthielt 5 cem Fermentlésung. Belichtungsdauer 
5 Minuten. 





Fiillung Verbrauchtes Thiosulfat (' ,.-n 


es 


Sauerstoff (Dunkelversuch 
Sauerstoff (Hg-Licht) 
Evakuiert (Hg-Licht) 


Somit verhalten sich die ultravioletten Strahlen 
ganz anders als die sichtbaren. Sie sind auch bei O,- 
AbschluB imstande, die Peroxydase rasch zu zerstéren., 
Wenn in der Cuvette mit Sauerstoff die Schidigung eine gréBere 
ist, so ist der Grund hierfiir wohl nur darin zu suchen, daB in der 
evakuierten Cuvette die zur Wirkung der ultravioletten Strahlen 
hinzutretende Wirkung der sichtbaren Strahlen infolge Sauerstoff- 
abwesenheit gleich Null ist, wahrend sich in der O,-Cuvette beide 
Schidigungen summieren. 

Fiir die Richtigkeit dieser Vermutung spricht das Ergebnis 
eines friiheren Versuches (Versuch II). Bei diesem wurde das 
Ferment ebenfalls 25 Minuten ausschlieBlich mit den sichtbaren 
Strahlen der Quecksilberlampe belichtet. Die hierdurch ein- 
getretene Abnahme der Fermentwirkung entsprach 1,2 ccm 
1/9) n-Thiosulfatlésung — ein Wert, der um Geringes hoher liegt 
als der zwischen der Schidigung der ultravioletten Strahlen bei 
Sauerstoffan- und -abwesenheit im letzten Versuche. 

Hier anschlieBend soll kurz iiber Versuche referiert werden, 
die zu gleicher Zeit J. Karamitsas (26) im hiesigen pharmako- 
logischen Institut ausgefiihrt hat, und denen die gleichen 
Fragestellungen zugrunde lagen, wobei aber die P yrogallol- 
reaktion als MaB fiir die Fermentwirkungen diente. 

Der Grund dafiir, daB noch eine weitere Reaktion zur Priifung 
der Frage nach der Wirkung der Lichtstrahlen herangezogen wurde, 


liegt im folgenden: 
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Nach den Bachschen Versuchen iiber die Wirkung der Per- 
oxydase auf die Jodwasserstoffsiiure bei Anwesenheit von Hydro- 
peroxyd ist es wahrscheinlich, daB der Peroxydase bestimmte 
Katalasen beigemengt sind, die H,O, bei der Oxydation der HJ 
aktivieren, nicht aber bei der Oxydation des Pyrogallols. Sind 
solche Katalasen vorhanden, so muB mit der Moéglichkeit ge- 
rechnet werden, dai das Licht nur letztere zerstért, wodurch 
eine Verlangsamung der Jodausscheidung eintreten wiirde, ohne 
da das Peroxyd geschidigt sein miiBte. 

Die Ergebnisse dieser Versuche decken sich aber in allen 
Punkten mit unseren. Wir lassen die wesentlichsten Versuchs- 
protokolle folgen. Wie die Reaktion angestellt wurde, ist bereits 
in der Einleitung erwahnt. 


Wirkung der sichtbaren Strahlen. 
Zwei dinnwandige Reagensgliiser wurden mit je 10 cem 1 prozentiger 
Fermentlésung beschickt und verschlossen. Eines wurde sodann licht- 
dicht mit Staniol umkleidet und beide 2 Stunden im Wasserbade dem 


Sonnenlichte ausgesetzt. Die gesamte Fermentlésung kam zur Analyse. 





Fermentwirkung in °/, 
nicht belichtet 


In g 100 gesetzt) - 


Purpurogallin Schadigung 


0 


Belichtet: 0,0222 a) 65 


Nicht belichtet : 0.0633 10K) 0 


Wirkung der sichtbaren und ultravioletten Strahlen. 

Zwei Quarzcuvetten wurden mit je 5 cem 1 prozentiger Fermentlosung 
gefiillt. Die eine Cuvette wurde durch Glas, die andere durch Quarz mit 
der Quecksilberlampe 1 Stunde lang bestrahlt. Da nur je 5 ccm Ferment- 
lésung zur Analyse vorhanden waren, sind die Purpurogallinmengen nur 
ca. halb so groB wie beim vorhergehenden Versuche. 





Fermentwirkung in "/, 
(nicht belichtet 


. j 0 
in g = 100 gesetzt ” 


Purpurogallin Schadigung 


(Juarz 0.0038 12 &8 
Glas 0,0225 76 24 
Dunkelversuch 0.0293 100 0 


Aus beiden Versuchen ist zu ersehen, daB die sichtbaren wie die ultra- 
violetten Strahlen wirksam sind. 
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Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Wirkung der sichtbaren 
Strahlen. 

Vier dickwandige Glaszylinder wurden mit je 5 ccm 1 prozentiger 
Fermentlésung beschickt. Zwei derselben wurden mit O, gefiillt, von denen 
der eine zum Lichtversuch, der andere — mit Staniol umhiillt — zum 
Dunkelversuch diente. Die zwei anderen Roéhren wurden mehrmals 
evakuiert und mit Hy, gefiillt, die eine mit H, gefiillt, die andere evakuiert 
zugeschmolzen. Belichtungsdauer 4 Stunden in der Sonne. Zur Analyse 
kamen je 5 ccm der Fermentloésungen. 





Fermentwirkung in °/, 


Purpusegeliin nicht belichtet hewn 
in g 100 gesetzt) in °/o 
Fiillung mit O, | 0.0035 3) 9] 
Ps » | 0350 90 10 
Evakuation | 0,0343 88 12 
K ontrollversuch 
(in Staniol) 0.0387 100 0 


Wie bei unseren Versuchen ist auch in diesem eine starke Wirkung 
der sichtbaren Strahlen an die O,-Anwesenheit gekniipft. 


Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Wirkung der 
ultravioletten Strahlen. 
In die beiden Quarzcuvetten kamen je 10 cem der Fermentlésungen. 
Die ee wurde mit O,, die andere mit Hg gefiillt. Belichtet wurde durch 
Quarz mit der Hg-Lampe 50 Minuten lang. Da den Cuvetten nur ein Teil 
der eingebrachten Fermentlésung wieder entnommen werden konnte, 


kamen nur je 7,5 cem zur Analyse. 





j 
'Purpurogallin 


Fermentwirkung in % eer 
: (nicht belichtet ’ seein 
mg = 100 gesetzt) in °/o 
Sauerstoffiillung 0,0117 26 74 
Wasserstoffiillung 0,0132 29 71 
Kontrollversuche 0,0450 100 0 


Die ultravioletten Strahlen vermégen somit auch bei O.-Abwesenheit 
stark zu wirken. 


III. Die Sensibilisierung durch fluorescierende Stoffe. 


Wie bereits einleitend erwahnt, kann durch den Zusatz 
fluorescierender Stoffe die Lichtempfindlichkeit verschiedener 
Fermente erhéht werden. Wahrend aber bei den Zellen die 
fluorescierenden Stoffe fast ausnahmslos sensibilisierende Wirkung 
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zeigen, ist bei den Fermenten dieselbe auf einzelne Gruppen be- 
schrankt. So sind fiir Invertase nur die Stoffe aus der Fluorescein-, 
Anthracen-, Thiazin- und der Chinolinreihe Sensibilisatoren. Un- 
wirksam dagegen sind die Derivate des Phenazins, die Phenoxazine, 
die Naphthalingruppe, die Alkaloide: Phenylchinaldin, Chinin, 
Harmalin, Hydrastinin und das Glykosid-Asculin. 

Die Untersuchungen erstreckten sich wiederum auf die sicht- 
baren und die ultravioletten Strahlen. 


Sichtbare Strahlen. 

Als zu priifende Substanz wurde in erster Linie das Eosin 
gewahlt. Es absorbiert nach P. Krii8 (27) in einer Konzentration 
von */i99-n in 1 mm Schichtendicke die Strahlen von der 
Wellenlinge 569—420 uu und einseitig von 367 «u im Ultra- 
violett. Eosin wurde den Fermentlésungen in einer Menge zu- 
gesetzt, daB die Konzentration '/;9)-n war. In Konzentra- 
tionen von */.999—*/so99 liegt nach den Versuchen von Ta p peiners 
und Jodlbauers (28) das Wirkungsoptimum. 


Versuch VIII. 
Fiinf sehr dickwandige Glascylinder wurden im Dunkeln mit je 10 ecm 
der Fermentlésung und 6 weitere mit derselben Menge Fermentlésung 
+ Eosin beschickt. Ein Cylinder mit Eosinzusatz wurde mit Staniol licht- 
dicht umhiillt. Sodann wurden simtliche Glaser verschiedene Zeiten lang 
dem Sonnenlicht ausgesetzt. Nach der Belichtung wurde mit je 1 ccm die 
Jodwasserstoffsiurereaktion angestellt. 





Dauer der Lichtein- |Verbrauchtes Thiosulfat 





: : : | Rosinzusatz : 
wirkung in Minuten ‘ in ccm 
0 ohne — 
mit 7,8 
: ohne 6,2 
15 . 2 
mit 5,0 
< ohne 5,4 
30 
mit 4,0 
ohne 4,6 
45 5 ; 
mit 2,8 
: ohne 4,1 
60 7 a 
mit 1,6 
oe ohne 3,7 
id 


mit OD 
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Aus einem spiater zu erérternden Grunde wurde mit der 75 Minuten 
belichtenden Probe auch noch die Pyrogallolreaktion angestellt. Verwendet 


wurden hierzu je 5 cem der Fermentlésung; die gebildeten Purpuroga 


mengen waren folgende: 








Purpurogallinmenge in g = Schidigung in °, 
Unbelichtet 6.0310 () 
Belichtet mit Eosin 0.0130 DS 
ohne , 0.0183 4] 


Es zeigte sich somit, daB das Eosin ein Sensibilisie- 
rungsvermégen fiir Perox ydase besitzt; dasselbe ist jedoch 
im Vergleich zu dem fiir Invertase aiuBerst gering. 

Es wurden nun weitere fluorescierende Stoffe zu den Versuciien 
herangezogen, und zwar Rose be ngale, dessen Absorption ahnlich 
der des Eosins ist, aber mehr dem Rot zu liegt, das Rot absc rbie 
rende Methylenblau, und endlich das Violett und Ultraviolett 
absorbierende dichloranthracendisulfonsaure Natrium. 

Die verwendeten Konzentrationen von Rose bengale und 
Methylenblau waren '/;o999-n, die Konzentration des dichle- 
ranthracendisulfonsauren Natriums !/j999-n, da nach den friiheren 
Versuchen das Wirkungsoptimum des letzteren Korpers bei 
viel hdheren Konzentrationen liegt als das von Rose bengale und 


Methylenblau. 
Versuch IX. 


Acht sehr dickwandige Glaszylinder wurden mit je 10 cem Ferment- 


losung ohne resp. mit Zusatz fluorescierender Stoffe gefiillt und ca. 1 Stunde 
in der Sonne belichtet. Die Zeit ist nicht genau anzugeben, da vereinzelte 
Wolken die Belichtung stérten. Nach der Belichtungsdauer wurden je 


1 cem zur Jodwasserstoffsiure-, je 5 cem zur Pyrogallolreaktion verwendet 





Verbrauchtes Thiosulfat Gebildete Purpuro- 


Zusiatze gor in ecm gallinmenge 
belichtet 3.7 0,0090 
Rose bengale an 
unbelichtet 15 0.0301 
belichtet 6.7 0.0240 
Methylenblau i fe 
unbelichtet 7.6 0.0322 
Dichloranthra- | pelichtet 6.6 0,0250 
cendisulfon- . ne 
saures Natrium | Unbelichtet “_ 0,0303 
belichtet 5,0 0,0176 


Ohne Zusatz 


unbelichtet 15 0.0302 











ir ae 








pee aes 
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Somit hat ahnlich wie Eosin auch Rose bengale 
sensibilisierend gewirkt. Methylenblau und dichlor- 
anthracendisulfonsaures Natrium hingegen hemmten 
sogar die Lichtwirkung. Die Hemmung kanu ihre Erklirung 
nur darin finden, daB die letzteren Stoffe einen Teil des Lichtes 
absorbieren, ohne es in eine andere das Ferment schiidigende 
Energie umzuwandeln und somit dieses absorbierte Licht fiir die 
Fermentwirkung in Wegfall kommt. 

Es sind also nur einige wenige der fluorescierenden Stoffe fiir 
Peroxydase Sensibilisatoren. Im Gegensatz zu unseren Ergeb- 
nissen standen die Resultate der Karamitsas’schen Sensibili- 
sierungsversuche, die wir hier kurz mitteilen wollen. 

Versuch mit Eosin. Von vier diinnwandigen Reagensgliisern (Wand- 
stirke von 0,3 mm) waren zwei mit je 10 cem 1 prozentiger Ferment- 
lésung mit Eosinzusatz, zwei ohne solchen gefiillt. Die Konzentration 
des Eosins im Fermente war 1!/;999-n. Je ein Glas mit und eines ohne 
Eosin wurden mit Staniol lichtdicht umhiillt. Sonnenbelichtung waihrend 
2 Stunden. Verwendet wurden je 10 ccm Fermentlésung zur Pyrogallol- 
reaktion. 





Fermentwirkung in 


: ; Schadigung 
°/, nicht belichtet 


Purpurogallin- 


: be a 
menge in g in 
8 8 = 100 gesetzt) ss 
Ohne Eosin hell 0,0222 35 65 
mit Eosin hell 0.0308 47 53 
ohne Eosin dunkel 0.0633 100 0) 
mit Eosin dunkel | 0.0650 100 0 


Versuch mit Methylenblau und dichloranthracendisulfon- 
saurem Natrium. Von sechs diinnwandigen Reagensgliisern waren zwei 
mit je 5 ecm 1 prozentiger Fermentlosung ohne Zusatz, zwei mit Zusatz 
von 1/5999 n-Methylenblau, zwei mit einem solchen von 14/5999 n-dichlor- 
anthracendisulfonsaurem Natrium beschickt. Je eines wurde mit Staniol 
lichtdicht umschlossen und sodann wurden simtliche 3 Stunden lang der 
Sonne ausgesetzt. Verwendet wurden zur Pyrogallolreaktion je 5 ccm. 





Purpuro- Fermentwirkung in Schidiouns 

gallinmenge °/, (nicht belichtet a 

ing 100 gesetzt ~ 
Ohne Zusatz hell 0.0039 15 85 
* » dunkel 0,0254 100 | 0 
Mit Methylenblau hell 0.0152 54 46 
. “ dunkel 0,028) 100 0 
mit Dichloranthr. hell 0,004] 16 R4 


” dunkel 0,0244 100 0 
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Karamitsas fand somit bei Eosinzusatz ebenso wie bei 
Methylenblau- und dichloranthracendisulfonsaurem Natriumzu- 
satz keine Sensibilisierung, sondern eine Hemmung der Licht- 
wirkung. 

Diese Verschiedenheiten der Versuchsergebnisse waren nicht 
leicht aufzukliren. Anfinglich bestand die Vermutung, dab der 
xrund hierfiir in der Verwendung verschiedener Reaktionen liege, 
indem wir die Jodwasserstoffsiurereaktion, Karamitsas 
die Pyrogallolreaktion als Ma® fiir die Lichtschidigung 
benutzten. Hinfallig wurde diese Annahme durch Versuch [X, 
bei dem beide Reaktionen nebeneinander angestellt wurden und 
gleiches Ergebnis zeigten. 

Die Ursache liegt vielmehr in dem Umstande, daB bei uns 
dickwandige, bei Karamitsas diinnwandige GlasgefiBe zur Be- 
lichtung verwendet wurden. Nur wenn durch dickes Glas die 
ultravioletten Strahlen méglichst vollstandig ausgeschaltet sind. 
kann die Sensibilisierung in Erscheinung treten. Die Erklirung 
hierfiir kann aber erst anschlieBend an den folgenden letzten 
Abschnitt besprochen werden. 


Wirkung der ultravioletten Strahlen. 

Kann die Wirkung der ultravioletten Strahlen 
ebenso wie die der sichtbaren Strahlen durch Eosin 
gesteigert werden? 

Dies war sehr wohl zu vermuten, da ja Eosin, wie bereits 
erwahnt, auch im Ultraviolett absorbiert. Die diesbeziiglichen 
Versuche ergaben aber das Gegenteil. 


Versuch X. 
Von den beiden Quarzcuvetten war die eine mit je 5 ccm Ferment- 
lésung ohne Eosinzusatz, die andere mit Eosinzusatz (1/;999-n) beschickt. 
AuBerdem enthielten sie Sauerstoff. Belichtet wurde mit der Hg-Lampe 





wihrend 25 Minuten. Zur Jodwasserstoffsiurereaktion wurde — wie 
immer — 1 ccm benutzt. 
Fiillung Verbrauchtes Thiosulfat (* ,,9-n) in ccm 
Mit Eosin (Dunkel) 7.8 
- » (Licht) 2,4 


ohne Eosin (Licht) 2,5 
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Diese Ergebnisse iiberraschten insofern, als zu erwarten war, 
dai — selbst wenn die Wirkung der ultravioletten Strahlen durch 
Eosin nicht gesteigert ist — die Probe mit Eosin eine starkere 
Schadigung zeigen miiBte infolge der erhéhten Wirkung der sicht- 
baren Strahlen. 

Um ein einwandfreies Ergebnis zu erhalten, war dieser 
Versuch mit AusschluB der sichtbaren Strahlen zu wiederholen. 
Dies ist aber bei der getroffenen Versuchsanordnung mit groBen 
Schwierigkeiten verbunden. Daher wurde der Ausweg ein- 
geschlagen, nur die Wirkung der sichtbaren Strahlen auf die 
Peroxydase auszuschalten. Es gelingt dies durch vollkommenen 
AbschluB von Sauerstoff. Denn bei Sauerstoffabwesenheit fehlt, 
wie friihere Versuche zeigten, die Wirkung der sichtbaren Strahlen 
oder ist zum mindesten so gering, daB sie praktisch gleich Null 
gesetzt werden kann. 


Versuch XI. 
Fiillung der Quarzcuvetten wie vorher, nach der Fiillung werden die 
Cuvetten mehrmals evakuiert, mit Hy. gefiillt und schlieBlich evakuiert 
zugeschlossen. Belichtungsart und -dauer wie vorher. 





Fiillung Verbrauchtes Thiosulfat (* ,,,-n) in cem 
Dunkelversuch 7,8 
mit Eosin (Licht) 3,5 
ohne Eosin (Licht 5.6 


Somit wird durch das Eosin bei AusschluB der 
Wirkung der sichtbaren Strahlen der Effekt der ultra- 
violetten Strahlen stark vermindert. Die Erklarung 
kann nur darin liegen, daB der von Eosin absorbierte Teil der 
ultravioletten Strahlen in keine andere das Ferment schiidigende 
Energie umgewandelt wird und dasselbe somit fiir die Wirkung 
der Gesamtstrahlung verloren geht. 

Aus diesem Verhalten erklart es sich auch, daB die Sensibili- 
sierung mit Eosin nur dann in Erscheinung treten kann, wenn 
die ultravioletten Strahlen méglichst abfiltriert werden. Das war 
bei den Versuchen von Karamitsas durch die Verwendung sehr 
diinner Glaser nicht der Fall, und so hat der Effekt, der durch 


den Ausfall ultravioletter Strahlen entstand, denjenigen tiber- 
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troffen, der in der Steigerung der Lichtempfindlichkeit fiir die 
sichtbaren Strahlen lag. 

Von einer Zusammenstellung unserer Versuchsergebnisse 
sehen wir ab, da eine solche der folgenden Arbeit von Zeller und 
A. Jodlbauer tiber die Lichtwirkung auf Katalase, die zu aihn- 
lichen Ergebnissen fiihrte, angefiigt wird. 

Ks sei nur noch darauf hingewiesen, dab die Gleichheit 
welche Peroxydase und Invertase gegeniiber Licht zeigen, als ein 
neuer Beweis fiir die Fermentnatur der Peroxydase gelten kann. 


Nach AbschluB unserer Versuche erschienen in der Literatur zwei 
Angaben, die im Widerspruche mit unseren Ergebnissen zu stehen scheinen. 
So berichtet W. Ostwald (29), daB die Wirkung der Peroxydasen, die er 
aus den verschiedenen Organen niederer Tiere extrahierte, bei Belichtung 
vermehrt wird und diese Vermehrung auch im lebenden Korper (der Raupen) 
entritt. Nihere Angaben fehlen, es ist nur noch erwihnt, daB violettes 
und weiBes Licht viel stirker begiinstigend wirken als gelbes, das sich wie 
Dunkelheit verhalt. 

Ahnliches beobachiete Lockemann am Blute. Seine Versuchserge)- 
nisse, iiber die er auf der 79. Versammlung Deutscher Naturforsch r und 
\rzte in Dresden 1907 berichtete, sind uns aber nur aus einem Referate (30) 
bekannt. Lockemann fand, dab die Peroxydasenwirkung des Blutes im 
Gegensatz zu dem Verhalten der Katalase durch Belichtung erhdht wird. 

Da — wie bereits hervorgehoben niihere Angaben fehlen, sind iiber 
die Ursache der Verschiedenheit der Versuchsergebnisse nur Vermutungen 
auszusprechen. DaB die tierischen Peroxydasen sich anders verhielten als 
die pflanzlichen, diirfte nicht wohl méglich sein. Doch wire es denkbar, 
daB im Blute und in den Organextrakten neben den Peroxydasen be- 
stimmte spezifische Antifermente zugegen waren, die durch Lichtgegenwart 
leichter zerstért werden als die Peroxydasen, wodurch indirekt eine Er- 
héhung der Peroxydasenwirkung eintriite'). 

Viel wahrscheinlicher ist aber folgende Vermutung: Schon Aso war 
davon iiberzeugt, daB in der Zelle neben fertiger Oxydase auch ein Zymogen 
vorhanden sei. Diese Annahme gewinnt durch eine jiingst gemachte Be- 
obachtung von A. Bach (31) an Wahrscheinlichkeit: Durch Jod gelingi 
es, die Fihigkeit eines alkoholischen wiisserigen Peroxydaseextraktes 
(Meerrettich), Wasserstoffsuperoxyd bei der Oxydation von Pyrogallol zu 
aktivieren, zu erhéhen. Diese Erhéhung tritt aber nicht ein, sobald die 
Peroxydase durch absoluten Alkohol gefillt ist. 

Wenn das so ist, diirfte in den Versuchen von Ostwald, sowie von 
Locke mann neben fertiger Peroxydase auch das Zymogen zur Belichtung 
gekommen sein, und es ist sehr wohl denkbar, daB durch das Licht die 


1) An die Katalasen ist hierbei nicht zu denken, denn die Peroxydasen- 
wirkung auf Jodwasserstoffsiiure oder Pyrogallol wird nach Bach durch 


Katalasezusatz nicht gestért. 


ae tome 


Re se 
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Umwandlung des Zymogens beschleunigt wurde. Eine Analogie hierfiir 
fiinde sich in einer Arbeit von Green (32). Seine exakten Versuche be- 
weisen, daB die Lichtstrahlen und vor allem die ultravioletten die Diastase 
verstéren, gleichgiiltig ob dieselben vegetabilischen oder animalischen 
Ursprungs sind. Dagegen iiben vor allem die schwiacheren brechbaren Teile 
des Spektrums einen giinstigen EinfluB aus, falls Diastasezymogen voi 
handen ist, da letzteres hierdurch aktiviert wird. 

Da bei unseren Versuchen die Peroxydase durch die Alkoholfallung 
frei von Zymogen war, konnte nur die schidigende Lichtwirkung in Er- 
scheinung treten. 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Ostwald und Lockemann 
stehen die Angaben von E. Hertel; dieser fand bei seinen Versuchen 
eine Stérung der Peroxydasewirkung und eine Erhéhung der Katalase- 
wirkung durch die Lichtstrahlen. 


Literaturverzeichnis. 

1) H. v. Tappeiner und A. Jodibauer, Uber die Wirkungen de: 
photodynamischen (fluorescierenden) Stoffe auf Protozoen und 
Enzyme. Arch. f. klin. Med. 80, 427—491, 1904. Auch enthalten 
in den gesammelten Untersuchungen iiber ,,Die sensibilisierende 
Wirkung fluorescierender Substanzen** von H. v. Tappeiner und 
A. Jodlbauer. Leipzig 1907, Verlag von F. C. W. Vogel, 1—62. 

Ferner Dissertationen aus dem Miinchener pharmakologischen Institut 
von E. Stark, F. Liebel, O. Tillmetz, F. Rehm, H. Riegner, 
W. Quiring, F. Locher. 

2) A. Jodlbauer und H. v. Tappeiner, Uber die Wirkung fluore- 
scierender Stoffe auf Toxine. Arch. f. klin. Med. 85, 399—415; 
Ges. Unters. 129—141. 

3) A. Jodlbauer, Weitere Untersuchungen, ob eine ,,Dunkelwirkung* 
der fluorescierenden Stoffe statthat? Arch. f. klin. Med. 85, 395—39s, 
1905; Gesam. Unters. 125—129. 

4) A. Downes and F. P. Blunt, On the influence of light upon proto- 
plasm. Proc. Roy. Soc. London 28, 205, 1879. 

5) Claudio Fermi und Leone Pernossi, Uber die Enzyme. Zeitsehr. f. 
Hygiene u. Infektionskrankh. 18, 86—92, 1894. 

6) O. Emmerling, Die Einwirkung des Sonnenlichtes auf die Enzyme. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 34, 3, 381!—3814, 1901 

7) Fr. WeiB, Studier over proteolytiske Enzymer i spirende byg (Malt) 
Meddelelser fra Carlsberglaboratoriet 5, 239—241, 1903. 

8) Schmid - Nilsen, Mitteilungen aus Finsens Medicinski Lysinstitut. 
Die Wirkungen des konzentrierten elektrischen Bogenlichtes auf 
Chymosin, Chimosinogen und Antichimosin 9. Heft, 199. 

9) A. Jodlbauer und H. v. Tappeiner, Uber die Wirkungen des ultra- 
violetten Lichtes auf Enzyme. Arch. f. klin. Med. 87, 373—388, 1906; 
Gesam. Unters. 188—195. 


Biochemische Zeitschrift Band VIII. & 











82 K. Jamada und A. Jodlbauer: 


10) A. Jodibauer und H. v. Tappeiner, Beteiligung des Sauerstoffes 
bei der Wirkung fluorescierender Stoffe. Arch. f. klin. Med. 82, 
520—546, 1905; Gesam. Unters. 78—103. 

W. Straub, Uber chemische Vorgiange bei der Einwirkung von Lich 
auf fluorescierende Substanzen. Miinch. med. Wochenschr. 1904. 
Nr. 25. 

A. Jodibauer und H. v. Tappeiner, Uber die Bedeutung des 
Sauerstoffs bei der photodynamischen Wirkung. Ibidem 1904, Nr. 26. 

W. Straub, Uber den Chemismus der Wirkung belichteter Eosinlésung 
auf oxydable Substanzen. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
51, 383—391, 1904. 

11) Bie Valdemar, Mitteilung aus Finsens Medicinske Lysinstitut: Ist die 
bactericide Wirkung des Lichtes ein OxydationsprozeB? 1905, 

t Heft 9, 5—75. 

12) H. Thiele und K. Wolf, Uber die Abtétung von Bakterien durch 
Licht. I. Abhandlung. Arch. f. Hygiene 57, 29—54, 1906, IT. Ab- 
handlung 60, 29—39, 1907. 

13) Miinch. Akad. 7, 723. Erdmanns Journ. 68, 498, Vierordts Arch. f. 
physiol. Heilk. 1856, 1, Zeitschr. f. Biol. 3, 325, zit. nach A. Bach 
und R. Chodat. 

14) R. Kobert, Uber einige Enzyme wirbelloser Tiere. Arch. f. d. ges. 
Physiol. 99, 116—186, 1899. 

15) U. S. Dep. of Agr. Rep. Nr. 68; zit. nach A. Bach und Chodat. 

16) Em. Bourquelot, Bemerkungen iiber die oxydierenden Stoffe, die 
man bei Lebewesen antreffen kann. J. Pharm. Chim. 5, 465 bis 472, 
1897. 

17) GrueB, Die Oxydasen und die Quajakreaktion. Ber. d. Deutsch. 
bot. Ges. 16, 129—139, 1898. 

18) A. Bach und R. Chodat, Uber den gegenwirtigen Stand der Lehre 
von den pflanzlichen Oxydationsfermenten. Biochem. Centralbl. 1, 
417—421 u. 457—461, 1903. 

19) N. Sieber, Zerstérung der Toxine mittels Peroxydasen und Oxydasen. 
Arch. d. Se. biolog. St. Petersbg. 9, 151—170, 1903. 

20) Aso, Uber oxydierende Fermente im Pflanzenkérper. Bullet. of the 
Coll. of Agricult. Tokio §, 207—235, 1902. 

21) A. Bach, Peroxydasen als spezifisch wirkende Enzyme. Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 39, 2126—2129, 1906. 

22) W. Palladin, Die Arbeit der Atmungsenzyme der Pflanzen unter 
verschiedenen Verhiltnissen. Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 407 
bis 451, 1906. 

{ 23) A. Bach.und R. Chodat, Uber Peroxydase. Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 36, 600—605, 1903. 
Dieselben, Uber die Wirkungsweise der Peroxydase bei der Reaktion 
zwischen Hydrope oxyd und Jodwasserstoffsiure. Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 37, 3785—3800, 1904. 
24) A. Bach und R. Chodat, Uber die Wirkungsweise der Peroxydase. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1342—1349, 1904. 

















Wirkung d. Lichtes auf Peroxydase u. ihre Sensibilis. d. fluorescier. Stoffe. 83 


25) Dieselben, Geschwindigkeit der Peroxydasereaktion. Ber. d. Deutsci 

chem. Ges. 37, 2434—2440, 1904. 
Dieselben, Uber die Wirkungsweise der Peroxydase bei der Reaktion 

zwischen Hydroperoxyd und Jodwassersioffsaure. Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 37, 3785—3800, 1904. 

246) J. Karamitsas, Uber die Wirkung des Lichtes auf das Ferment 
Peroxydase. Inaug.-Diss. Miinchen 1907. 

27) P. KriiB, Uber die Absorption organischer Farbstoffe im Ultraviolett. 
Zeitschr. f. physikal. Chem. §1, 257. 

28) A. Jodibauer und H. v. Tappeiner, Uber die Abhingigkeit der 
Wirkung der fluorescierenden Stoffe von ihrer Konzentration. 
Arch. f. klin. Med. 86, 468—478, 1906; Gesam. Unters. 146—160. 

29) W. Ostwald, Uber das Vorkommen von oxydativen Fermenten in 
den reifen Geschlechtsteilen von Amphibien und iiber die Rolle 
dieses Fermentes bei den Vorgangen der Entwicklungserregung. 
Diese Zeitschr. 6, 409—472, 1907. 

30) G. Lockemann, Uber Katalasen und Oxydasen im Blute. Referat 
in der Miinch. med. Wochenschr., 1907, Nr. 43, 2162. 

31) A. Bach, Uber das Verhalten der Peroxydasen gegeniiber Jod. Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 40, 230—235, 1907. 

Derselbe, Moniteur Scientief. 21, I, 153—156, 1907. 

32) R. Green, On the action of light on diastase, and its biological signi- 
ficance. Philosophical Transactions of the Royal Society of London 
188, 167—190, 1897. 

33) E. Hertel, Uber Beeinflussung des Organismus durch Licht, speziell 
durch die chemisch wirksamen Strahlen. Zeitschr. f. allg. Physiol. 
A, 1—43, 1904. 











Die Sensibilisierung der Katalase. 


Von 


M. Zeller und A. Jodlbauer. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat zu Miinchen 
[Prof. H. von Tappeiner].) 


(Eingeqgangen am 2. Dezember 1907.) 


Gleichzeitig mit den im vorhergehenden mitgeteilten Ver- 
suchen iiber die Wirkung des Lichtes auf die Peroxydase sind von 
uns ahnliche Versuche mit einem anderen intracellular vorkom- 
menden Enzym, der Katalase, angestellt worden. 


Seit langem ist bekannt, daB in tierischen und pflanzlichen 
Zellen Stoffe vorhanden sind, die Wasserstoffsuperoxyd 
unter Entwicklung von molekularem Sauerstoff zer- 
legen. 

Diese Fahigkeit, auf Hydroperoxyd einzuwirken, betrachtete 
man als eine von der spezifischen Wirkung nicht trennbare Funk- 
tion der Fermente, bis Loew (1) feststellte, daB sie einem be- 
sonderen Ferment zukommt: der Katalase. Loew unterschied 
zwei Katalasen: eine, die durch Wasser nicht extrahierbar ist 
(«-Katalase) und eine extrahierbare (/-Katalase). Dieser Ein- 
teilung steht aber die Schwierigkeit im Wege, da’ die Kata- 
lasen die Eigenschaft besitzen, sich sehr innig an unlosliche 
Koérper anzuhaften (2). Hierdurch diirfte es sich auch erklaren, 
daB in der Milch die Katalase vor allem den Fettkiigelchen 
adhariert (3). 

Die weite Verbreitung der Katalase in der ganzen organischen 
Welt — Kobert (4) wie L6w vermuten, daB sie ein notwendiger 
Bestandteil einer jeden Zelle sei — l4Bt auf ihre physiologische 
Bedeutung schlieBen. Dieselbe liegt nach Bach (5) darin, daB 
sie das bei der Hydrolyse der organischen Peroxydase sich vor 
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allem bildende Hydroperoxyd unter Freiwerden von molekularem 
Sauerstoff zersetzt; hierdurch schiitzt sie die Zelle gegen eine 
zu energische Oxydation und ist auBerdem ein Agens zur Um- 
wandlung chemischer Energie in Warme, da Hydroperoxyd ein 
endothermischer Korper ist. Wahrend aber Bach Hydroperoxyd 
als einen fiir die Zellen unter Umstinden niitzlichen Koérper 
ansieht, vertritt Low den Standpunkt, dab jede Spur fiir 
das Protoplasma giftig sei und daher sofort zerlegt werden 
miusse. 

Uber die Beeinflussung der Katalase durch chemische Agen- 
zien (6) und durch Warme (7) liegen eine Reihe von Untersuchungen 
vor, dagegen sind uns Angaben iiber die Wirkung der Licht- 
strahlen nicht bekannt!). 

Zu den Versuchen diente meist eine Katalase, die wir nach 
den Angaben von Senter (8) aus Blut darstellten. Obwohl 
Kaninchenblut (9) am katalasereichsten ist, verwendeten wir der 
einfacheren Beschaffung halber das ebenfalls fermentreiche 
Rinderblut. 

Bei einigen Versuchen kam auch eine nach den Angaben 
von Liebermann - Bach (10) aus Fett isolierte Katalase zur 
Verwendung. 

Die Darstellung der Blutkatalase beruht in der Fallung 
des mit kohlensaurem Wasser reichlich verdiinnten Blutes mit 
Alkohol. Der so gewonnene und sorgfaltigst mit verdiinntem 
Alkohol gewaschene Niederschlag wird im Vakuum tiber Schwefel- 
siure getrocknet und gepulvert. Will man hieraus eine Katalase- 
lésung herstellen, so iibergie}t man ihn mit Wasser und 1liBt 
1—2 Taye im Eisschrank stehen, nach welcher Zeit die Lésung 
sorgfaltig von dem ungelésten Riickstand abfiltriert wird. Sie 
erweist sich als frei von Hamoglobin. 

Da die zu den siamtlichen Versuchen benutzte Katalase 
nicht auf einmal dargestellt wurde, sind die Wirkungswerte der 
einzelnen Priaparate etwas verschieden, weshalb in jeder Versuchs- 
reihe derselbe neu bestimmt wurde. 


1} Erst nach der vorlaufigen Mitteilung dieser Versuche (M_ K. W 
Zeller, Diss. 1907) erschienen zwei kurze Angaben, die sich auf dic 
Lichtempfindlichkeit der Katalase beziehen. Sie finden sich in den Arbeiten 
von W. Ostwald und G. Lockemann — siehe die vorhergehende Ab 
handlung. 
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Zur Messung der Wirkungsstiarke diente die GroBe der 
Hydroperoxydzerlegung. Bekanntlich laBt sich Hydroperoxyd 
durch Titrieren mit Permanganat und Schwefelsiure leicht be- 
stimmen. 

Kennt man den urspriinglichen Gehalt der Hydroperoxyd- 
ldsung und die Abnahme nach der Katalaseeinwirkung, so be- 
deutet eine Anderung der Abnahme eine Anderung der Ferment- 
wirkung. 

Setzt man die zur Zerlegung des verwendeten Hydroperoxyds 
nétige Menge von Permanganat = a, die nach der Einwirkung 
unbelichteter Katalase benédtigte = 6, die nach der Einwirkung 
belichteter = c, so ist, falls der Wirkungswert der unbelichteten 
Katalase = 100 gesetzt wird, der Wirkungswert belichteter nach 
der Gleichung 

a—b:a-—c=10:z 


in Prozent anzugeben. 100—. giibe dann die Schadiguny in 
Prozent an. 

Die Reaktion war stets unter gleichen Bedingungen an- 
gestellt. In Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas von 150 ccm 
Inhalt kamen 50 cem ca. 0,02 prozentiger Hyperoxydlésung 
(Perhydrol von E. Merck)!), dazu 1 cem der Katalaselésung 
(1 T. Substanz : 100 T. Wasser). Nach 10 Minuten Stehen in 
einem gleichmaBig temperierten Raum wurden 5 ccm 25 prozen- 
tiger Schwefelsiure zugegeben und mit '/,, n-Kaliumpermanganat- 
losung titriert. 

Die Wahl von Jenaer Glas erwies sich fiir eine ungestért 
verlaufende Fermentreaktion als sehr niitzlich, wohl infolge der 
geringeren Abgabe von Alkali gegeniiber gewOhnlichen Glassorten. 
Als Lichtquelle diente teils Sonne, teils eine Quarzquecksilber- 
dampflampe. Uber die Beschaffenheit der Lampe, iiber die zur 
Belichtung verwendeten GefiBe, tiber ihre Fillung mit Sauerstoff 
resp. Wasserstoff, iiber die zum Schutze gegen thermische Ein- 
wirkung und zur gleichmaéBigen Belichtung angewandten Mab- 
nahmen ist in der vorhergehenden Abhandlung bereits ausfiihrlich 
berichtet, so daB ein Hinweis auf das dort Mitgeteilte genigt. 
Anzufiigen wire nur, daB die BelichtungsgefaBe vor dem Versuche 


1) Die Konzentration des Hydroperoxyds wurde vor jeder Analysen 


reihe mit !/,9 n-Permanganat bestimmt und findet sich angegeben 
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stets mit destilliertem Wasser ausgekocht wurden, was fiir gleich- 
maBige Versuchsergebnisse von Bedeutung ist. 


I. Die Wirkung von Lichtstrahlen und ihre Abhiingigkeit von der 
Sauerstoffanwesenheit. 


Die Wirkung der sichtbaren Strahlen. 

Um iber die Wirkung der sichtbaren (Glas passierenden) 
Strahlen auf die Katalase AufschluB zu erhalten, wurde das 
Ferment in dickwandigen Reagensgliisern dem Sonnenlicht aus- 
gesetzt. Uber den Glisern befand sich Wasser in einer Schichten- 
dicke von 20 cm, das durch starke Zu- und Abliufe sich konstant 
erneuerte. Die Bedenken, daf trotz dieser Erneuerung eine 
Warmewirkung vorhanden ware, wurden dadurch aufgehoben, 
daB iiber dem Wasser noch Glaswannen teils mit 5,4 em hoher 
Wasserschicht, teils mit gleich hoher 7 prozentigen sauren Lésung 
von schwefelsaurem Eisenoxydul') angebracht waren. Da die 
Proben unter Wasser und unter Eisenoxydul gleiche Ergebnisse 
zeigten, ist eine thermische Wirkung ausgeschlossen. 


Versuch f. 

Selichtung wiihrend 25 Minuten in der Sonne. Fiinf Reagensgliser 
waren gefiil t mit je 5ccm Fermentlisung. Eines wurde mit Stanniol licht- 
dicht umhiillt, zwei kamen unter die Wanne mit Wasser, zwei unter die 
mit Eisensulfat. Zur Analyse kam je 1 cem der Fermentlésung. Das zu- 
gesetzte Hydroperoxyd entsprach 6,65 ccm 1/;9 n-Permanganat. 








Art Verbrauchtes Schidigung in °/, 
Ar 
ler Belicht Permanganat */,,-n Dunkelversuch 

der Belichtung , 

in cem = (0) gesetzt 

Dunkelversuch. ... . 2,75 0 
durch Wasser 73 

= : 5.6 - 
durch Eisensulfat. . . . ‘ A : 5.5 i] 

vo, 


Somit ist schon nach kurzer Belichtungsdauer eine 
starke Schidigung des Fermentes eingetreten. Dieselbe 


1) Nach Zsigmondy (Wied. Annal. 49, 533) absorbiert 
Lésung die infraroten Strahlen bis auf 1,2%%. 
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ist viel bedeutender als die Schadigung der im vorhergehenden 
untersuchten Peroxydase. DaB aber die sichtbaren Strahlen 
stark wirken kénnen, hat die Anwesenheit von Sauer- 


stoff zur Voraussetzung. Fehlt derselbe, so 


Versuch II zu ersehen, die Schidigung duBerst gering. 


BelichtungsgefaBbe waren starkwandige Reagensgliser, 





ist, wie aus 





die am Ende 


ausgezogen waren und nach der Fiillung mit elektrolytisch hergestelltem 


Sauerstoff, resp. nach der Evakuierung mit einer Quecksi 


geschmolzen wurden. Jede Roéhre enthielt 


5 cem Ferme 


lberpumpe zu- 
ntlésung. Be- 


lichtungsdauer 25 Minuten in der Sonne unter Wasser. Zur Analyse kam 





je 1 eem. Hydroperoxyd 5,8 cem 1/,) n-Permanganat. 
J : I . 10 
Art Verbrauchtes Schadigung in °/, 
Ar 
Permanganat * ,,-n Dunkelversuch 


der Belichtung 


in ecm 
Dunkelversuch . ... .! 2,4 
bei Sauerstoffanwesenheit 4,7 


hei Sauerstotfabwesenheit 2.8 


Die Wirkung der sichibaren und ultravioletten 


Um die ultravioletten Strahlen zur Wirkung 
wurden als BelichtungsgefiBe Cuvetten aus Quarz 


0 gesetzt 


68 


10 


Strahlen. 


zu bringen. 
verwendet. 


Auch die ultravioletten Strahlen wirken auf dic 
Katalase stark schidigend. Diese Wirkung ist abe: 
im Gegensatz zu der Wirkung der sichtbaren Strahle1 
unabhangig von der Sauerstoffanwesenheit. Wenn im 
folgenden Versuche bei Sauerstoffanwesenheit das Ferment doch 
etwas stirker angegriffen wurde als bei SauerstoffabschluB, so 
liegt der Grund hierfiir darin, da bei Sauerstoffyegenwart zu 
der Wirkung der ultravioletten Strahlen auch die der sichtbaren 


Strahlen hinzutrat. 


Versuch III. 


Quarzeuvetten mit 15 ccm Fermentlésung. Eine ist mit Sauerstoi! 


vefiillt, die andere evakuiert zugeschmolzen. Belichtung 
silberlampe wahrend 30 Minuten. Zur Analyse kam je 1 cem 
Hydroperoxyd = 4,8 ccm !/;9-n Permanganat. 


mit der Queck 


Fermentlésung 
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Art V erbrauchtes Schadigung in °/, 
- itis Permanganat Von Dunkelversuch 
in ccm 0 gesetzt 
Dunkeiversuch. ... . 0,5 7) 
bei Sauerstoifanwesenheit 1,75 44) 
bei Sauerstoffabwesenheit 1,55 A 


Ii. Einflu8 von Wasserstoff- resp. von Hydroxylionen auf die 
Lichtwirkuneg. 


In der Einleitung war bereits hervorgehoben, daB die zur 
Belichtung beniitzten GlasgefiBe stets vor dem Versuche mit 
destilliertem Wasser langere Zeit ausgekocht wurden. Nur so 
gelang es, gleichmiBige Resultate zu erzielen. Den Grund hierfir 
vermuteten wir in der wenn auch duBerst geringen Alkaliabgabe 
von der Glaswandung an die Fermentlésung. 

Es soll deshalb im folgenden untersucht werden, welche! 
EinfluB der Reaktion bei der Belichtung zukommt. 
Natiirlich findet auch ohne Belichtung durch Siéiure- resp. Alkali- 
zusatz eine Anderung der Katalasewirkung statt. So fand Senter, 
daB Sauren eine sehr starke Verzégerung bewirken, aber ohne 
das Enzym dauernd zu schidigen. Wird nach dem Siurezusatz 
wiederum genau neutralisiert, so laBt sich die Giftwirkung auf- 
heben. Ebenso zeigte Loew, daB nach Zusatz verdiinnter Sauren 
und folgender Neutralisation die katalytische Kraft des Enzyms 
wiederkehrt. 

Die Versuche waren deshalb so anzustellen, daB die Ferment- 
lésungen vor der Belichtung mit verdiinnten Sauren resp. Laugen 
versetzt wurden. Nach der Belichtung wurde sodann genau 
neutralisiert und nun die katalytische Wirkung bestimmt. 


Versuch IV. 

Je 10 com Ferment wurden mit 1,0 cem "/59, 4/450, 1/1000 n-Natronlauge 
resp. mit den gleich starken Lésungen von Schwefelsiure, resp. mit Wasser 
versetzt. 5 cem dieser Gemenge kamen in Reagensglisern zur Belichtung, 
die iibrigen fiinf dienten als Dunkelproben. Die Belichtung geschah in der 
Sonne wihrend 45 Minuten. MHierauf wurden simtliche Proben genau 
neutralisiert. Die Kontrollproben wurden durch Wasserzugabe natiirlich 
auf die gleiche Fliissigkeitsmenge gebracht. Zur Analyse kam je 1 ccm 
Fermentlésung. Hydroperoxyd = 6,0 ccm !/;9 n-Permanganat. 
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| Verbrauchtes Schidigung | Differenzzwisch. 
ta — = Senate silted tail in %, belichteten und 
Art des Zusatzes ermanganat | pinkelversuch! unbelic Seaton 
io D IN cem = 0 gesetzt Probe 
helichtet 2.8 27 
Ohne solchen : 
unbelichtet 1,6 0 27 
n-Natron- belichtet 4,45 67 
lauge unbelichtet 2,1 11 D6 
'! 500 N-Natron belichtet 4.2 59 
lauge unbelichtet 2.0 had 51 
ii. ' eooo N-Natron belichtet 4.1 dT 
i lauge unbelichtet 1,25 6 D1 
. -n-Schwefel- _ belichtet 3,1 36 
saure unbelichtet 29 14 22 
ssoo W-Schwefel- | _ belichtet 3.0 32 
’ snre 1 " ro 
saure unbelichtet 1,9 i 25 
n-Schwefel- _ belichtet 2.95 30 
saure unbelichtet 1.75 % 97 
‘ ° ° ° 
if Aus den unbelichteten Proben ist zu ersehen, daB die durch 





den Zusatz der Saiuren, sowie der Basen eingetretene Schidigung 
durch Neutralisation nicht vollstandig aufzuheben war. 


Die belichteten Proben zeigen den stark beférdernden 


wesentlich zunimmt. 


ohne Belang’). 


EinfluB der Hydroxylionen auf die Wirkung der Licht- 
strahlen, der aber mit der Konzentrationserhéhung nicht 
Die Wasserstoffionen dagegen sind 


III. Die Sensibilisierung mit fluorescierenden Stoffen. 


Zahlreiche Versuche, die zur Lésung der Frage, ob die Katalase 


durch fluorescierende Stoffe zu sensibilisieren sei, angestellt wurden, 


fiihrten zu keinen einheitlichen Ergebnissen. 


Anilinfarbstoffen im Lichte eine groBe Rolle. 


Der Grund hierfiir 


1) Ebenso wie bei der Katalase spielen die Hydroxylionen nach den 
Versuchen von O. Gros (10) auch bei der Oxydation (Bleichung) von 


Anders v-rhalt es sich nach 


G. Dreyer und O. Hannsen (11) mit der Koagulation von Serumalbumin 


und Eieralbumin im ultravioletten Lichte. 
Lésung vor sich. 


Diese geht leichter in saurer 
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lag — wie bei der Peroxydase — in der Verschiedenheit der 
Wandstarke der zur Belichtung benutzten Gliser. Der folgende 
Versuch, bei dem eine Ferment-Eosinlésung in sehr diinnen 
Reagensglisern, teils ohne, teils mit Bedeckung éiner dicken 
Spiegelglasplatte zur Belichtung kam, zeigt dieses eigenartige 
Verhalten. 


Versuch V. 


Eine Anzahl sehr diinnwandiger Reagensgliiser wurde gefiillt mit je 
5 cem Fermentlésung + 0,1 ccm !/;99 n-Eosin, eine andere Anzahl mit der 
gleichen Fermentmenge + 0,1 ccm Wasser. Die Hiilfte der Glaser wurde 
mit Stanniol lichtdicht umschlossen. Von den zur Belichtung kommenden 
Proben lagen die einen unbedeckt im Wasserbade, die anderen bedeckt 
mit einer 4,4 mm dicken Glasplatte. Nach 20 Minuten Sonnenbelich- 
tung wurde je ein Glas entnommen und die Lichtwirkung festgestellt. 





Zur Analyse kam je 1 cem. Hydroperoxyd 5,9 cem '/;9 n-Perman- 
ganat. 
Glas- Verbrauchtes  Schadigune 
Belichtungsdauer Zusatz Permanganat',, 7” | 
hedeckung 1 Dunkelversuch 
197 In cem 0 resetzt 
W asser 3,20 0) 
ohne ail 
Eosin aus 0 
Dunkelversuch : 
Wasser 
mit aes 
Rosin 
W asset 5, v4 
ohne aie ; ri 
Rosin 4.5 17 
20) Minuten 
; Wasser 3.65 15 
mit Ae fai 
Eosin 13 4i 


Das Eosin wirkt somit nur dann sensibilisierend, 
wenn die zur Belichtung kommenden Strahlen vorher 
dickes Glas passierten. Die Ursache wird darin liegen, dab 
nur die sichtbaren Strahlen verstirkt werden, wihrend die ultra- 
violetten Strahlen, die durch Glas abfiltrierbar sind, im Gegensatz 
hierzu durch das Eosin in ihrer Wirkung abgeschwiicht werden. 


Bei der Verwendung sehr diinner Giiiser gehen aber noch so viele 
ultraviolette Strahlen hindurch, daf die Hemmung der ultra- 
violetten Strahlen den Effekt der Sensibilisierung aufhebt. Diese 
Erklarung ist an die Annahme gekniipft, daB die durch das Kosin 

















92 M. Zeller und A. Jodlbauer: 


absorbierten ultravioletten Strahlen in keine andere das Ferment 
schidigende Energie umgewandelt werden und fiir die Gesamt- 
wirkung verloren gehen — analog der Peroxydase. 

Nach dem oben Mitgeteilten ware zu vermuten, daB die 
Abschwachung der Wirkung der ultravioletten Strahlen durch 
den Eosinzusatz noch deutlicher hervortrate, wenn statt der 
diinnwandigen GlasgefiBe solche aus Quarz verwendet werden. 
Daher wurde die Fermentlésung in Quarzcuvetten, die teils un- 
bedeckt blieben, teils mit Spiegelglasplatte bedeckt wurden, den 
Strahlen einer Quecksilberlampe ausgesetzt. Im wesentlichen 
fanden die Sonnenversuche eine Bestitigung. Es waren vor allem 
die ultravioletten Strahlen, die das Ferment schidigten. Die 
vermutete stirkere Abschwichung der ultravioletten Strahlen 
bei Eosinzusatz blieb aber aus. Es diirfte das damit zusammen- 
hangen, daB die Quecksilberlampe viel mehr ultraviolette Strahlen 
enthielt als die Sonne. Dadurch ist der Ausfall durch die Eosin- 
absorption so gering gegeniiber den nicht absorbierten Strahlen, 
da er sich in der Wirkung auf das Ferment nicht dokumentiert. 


Versuch VI. 
Die Quarzcuvetten waren gefiillt mit 10 ccm Fermentlésung und 
0,2 cem !/;99 n-Eosin resp. Wasser. Sie wurden 30 Minuten lang den Strahlen 
der Quecksilberlampe ausgesetzt. Nach dem Versuche wurden sie entleert, 
gereinigt und wiederum gefiillt. Die ebenso lange Belichtung geschah 
aber durch eine den Cuvetten aufliegende Spiegelglasplatte. Zur Analyse 
kam je 1 ccm der Lésung. Hydroperoxyd = 6,25 ccm 1/;9 n-Permanganat. 





Verbrauchtes | Schadigung in °/, 
Art der Belichtung Zusatz Permanganat Dunkelversuch 
/,9-n in ecm O gesetzt 
ohne 1,3 0 
Dunkelversuch j , a 
mit 1,25 0 
ohne 1,5 4 
Durch Glas : : 
— mit 2.3 20 
ohne 3,6 54 
Durch Quarz : . 
: . mit 3,7 | 52 


Ebenso wie mit Eosin, lassen sich die sichtbaren 
Strahlen auch mit anderen fluorescierenden Stoffen. 
wie Rose bengale, Methylenblau und Dichloranthracen- 
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sensibilisieren. Im Dunkeln zeigten die 


disulfonsaure, 
hier untersuchten K6érper keine nennenswerte Wirkung!). 
Versuch VII. 


starkwandige Reagensgliser wurden gefiillt mit 5,4 


Je zwei ecm 


Fermentlésung + 0,1 cem Wasser, resp. !/}99 n-Eosin, resp. 1/;99 n- Methylen- 
blau, resp. 1/g9 n-dichloranthracendisulfonsaurem Natrium. Je ein Glas 


wurde lichtdicht mit Stanniol umwickelt. Simtliche Glaser kamen nun 
40 Minuten lang in die Sonne. 


6,0 ccm 1/,9 n-Permanganat. 


Zur Analyse kam 1 ccm. Hydroperoxyd 





Verbrauchtes Per- | Schadigung in "9. 


Zusatz manganat '),,-n in | Die der Dunkelver- 
cem suche 0 gesetzt 
W dunkel 1,3 0 
_— belichtet 2.45 25 
! ichloranthracen- dunkel 1,3 0 
Natrium belichtet 3,1 38 
= dunkel 1,3 0 
Eosin = ‘ 
belichtet 1.5 68 
dunkel 1.6 0 
Methylenblau ; . 
P belichtet 4.25 60 
Pa , dunkel 1.5 0) 
fvose Ddengaile : » 
belichtet 4.85 (2 


1) Selbst bei sechstigiger Beobachtung zeigten Eosin und dici:lor- 
anthracendisulfonsaures Natrium keine Dunkelwirkung. 
Abnahme der Wirkung ist die gleiche wie in der Kontrollprobe ohne Zusatz. 
In einem Versuche wurden je 10 cem Fermentlésung mit 0,5 cem !/)99 n-Eosin 
Nach 1, 2 und 


6 Tagen wurde je 1 cem entnommen und die Fermentwirkung bestimmt. 


Die allmabliche 


resp. Wasser versetzt und im Dunkeln auf Eis gestellt. 


Hydroperoxyd = 6 ccm 1/,, n-Permanganat. 
y ; 10 g 





Verbrauchtes Permanganat in cem nach 


Zusatz 
0 l 2 6 Tager 
W asser 0,9 1,1 1,0 1,1 
Nosin 1,1 1,3 1,25 1,25 


Ein weiterer Versuch wurde in derselben Weise mit 0,5 cem 4/)99 n-Di- 
chloranthracendisulfonat resp. Wasser auf 5 cem Fermentlésung angestellt. 


H,O, = 6 ccm !/;9 n-Permanganat. 





Verbrauchtes Permanganat in ecm nach 


Zusatz 
0 l 2 6 Tagen 
Wasser 1,5 1,5 1,45 1,7 
Dichloranthracen- 
disulfonat 1,4 1,6 1,6 1,75 








teresse sein. 


| ™ 
i Eine 


Permanganat. 


lésung 15 ccm ca. 


bei Zimmertemperatur. 


i G4 M. 


| 
(z. B. Invertase, Diastase) auBerst gering. 
auf, als die Empfindlichkeit der Katalase gegeniiber Licht be 


Katalaselésung 


17 prozentiger 
Aus der Abnahme der anfanglichen 
die Fermentwirkung nach folgender Uberlegung bestimmen: Eine Lésung 


1 dem im Polarisationsapparate eine Drehung von 
standiger Invertierung ist dieselbe Somit ist durch die Inver- 
4 tierung von 1 g Saccharose die Drehung um 0,879 
iH daher die nach der Invertierung abgelesene Zahl von der urspriinglich er- 
haltenen ab und dividiert durch 0,879, so erhilt man den Invertzuckergehalt 
i in Gramm. Die Invertierungszeit betrug im vorliegenden Versuch 9 Stunden 


Zeller und A. Jodilbauer: 


Die durch die fluorescierenden Stoffe hervorgerufene Sensi- 
bilisierung ist aber im Vergleich zu der von anderen Fermenten 


deutend gréBer ist als die der Invertase oder der Diastase. Ein 
vergleichender Versuch der Lichtwirkung mit und ohne 


zusatz zwischen Katalase und Invertase diirfte nicht ohne In- 


VILL. 


eine 


Versuch 


1: 100 und 


(Praparat von E. Merck) kamen in dickwandigen Glisern 15 Minuten 
| lang in die Sonne zur Belichtung. Nach der Belichtung wurde die Wirkungs- 
stiirke der Katalase wie bisher bestimmt. Hydroperoxyd entsprach 5,9 cem 


| 

, 

| Die Bestimmung der Invertase geschah so, da je 5 cem der Ferment- 
‘ 

i 


0,214°. 


Katalase: 


Das fallt um so mehr 


Invertaselisung 0,4: 100 


Rohrzuckerlésung zugesetzt 


+ 0,665°; nach voll- ki 


verschoben. 


me 
LOSIN- 


7) ee eee ge = 





wurden. 


Rechtsdrehung (+ 7,33°) laBt sich 


von | g Saccharose in 100 cem Wasser zeigt in einer Dickenschicht von 


Zieht man 








| Verbrauchtes Per- Schadigung in °/, 


Zusatz |manganat ! io7n in 
ecm 
— unbelichtet 1,5 
( > 0S 
Yhne Eosin belichtet 2,0 
_ unbelichtet 1,5 
: fe belichtet 29 


Invertase: 


ry) 
Dunkelversuch 
= 0 gesetzt } 
0 
12 
0 


Did) 











Gebildeter Invert- Schidigung in®/, 


; a Abgelesene 
Zusatz il ‘© \guekerauf100cem) Dunkelversuch 
oe 'Lésung berechnet| = 0 gesetzt 
Ohne Koaglenbelichtet | +087 (06m 77 | 0 
Obne Eosin| “bolichtet |+-0°39 (— 0.60") 7.6 
>... | unbelichtet |-+ 0°37’ (= 0,62°) ce 0 
Mit Eosin | ‘helichtet |-+5°40’ (=5,67°) 1,9 76 
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Diese Sensibilisierungsversuche wurden noch mit 
einer anderen Katalase, die nach den Angaben von Bach (12) 
aus Fett isoliert wurde, angestellt. Die Ergebnisse sind im 
wesentlichen die gleichen wie bei der Blutkatalase. 


Versuch IX. 

Reagensgliiser waren gefiillt mit je 5 cem Fettkatalase, teils mit 
Zusatz von fluorescierenden Stoffen (ihre Konzentration war nach der 
Mischung 1/3599 dichloranthracendisulfonsaures Natrium, resp. !/;999 Eosin, 
resp. 1/:9999 Methylenblau), teils ohne solchen. Sie kamen bedeckt mit 
einer starken Spiegelglasplatte wihrend 40 Minuten zur Belichtung in die 
Sonne. Die gleichen Proben wurden als Kontrollen im Dunkeln aufgestellt. 
Je 1 ccm kam zur Analyse. Hydroperoxyd = 5,85 1/;9 n-Permanganat. 





} Verbrauchtes Schadigung in °/, 


Zusatz | Permanganat ' ,,-n, Die der Dunkel ver- 
in ccm | suche O gesetzt 
— | unbelichtet 2.2 0 
Ohne Eosin : 
belichtet 3.0 22 
Dichloranthracen unbelichtet 2,4 0 
disulfonat belichtet 3,5 32 
unbelichtet 2,45 0 
Methylenblau pegs : a 
belichtet 4,05 47 
, , | unbelichtet | 2,55 0 
Mit Eosin | ; 
belichtet 9,4 56 


Somit ist auch die Fettkatalase durch Methylen- 
blau, Eosin und dichloranthracendisulfonsaures Na- 
trium zu sensibilisieren. Doch scheint nach einem ver- 
gleichenden Versuche die sensibilisierende Wirkung noch geringer 
zu sein als die auf Blutkatalase. Da hieriiber aber nur ein Versuch 
vorliegt, méchten wir dies nur als Vermutung aussprechen'). 

Das analoge Verhalten der Perox ydase und der Katalase 
berechtigen die hier erhaltenen Versuchsergebnisse mit denen 
der vorhergehenden Arbeit zusammen zu besprechen. Sie lassen 
sich kurz dahin zusammenfassen : 


1) Wiirde sich die leichtere Sensibilisierbarkeit der Blutkatalase be- 
statigen, so ware das insofern nicht sehr auffallend, da auch chemische 


Agenzien auf die beiden Arten von Katalase verschied n einwirken. So 
beobachtete Euler (13), daB die Fettkatalase gegen Siiuren und Basen 
unempfindlicher ist als die Blutkatalase. 
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1. Peroxydase und Katalase sind wie die anderen 
bisher untersuchten Fermente lichtempfindlich, und 
zwar sind es die sichtbaren wie die ultravioletten Strah- 
len, denen die Lichtwirkung zukommt, allerdings 
letzteren in erhéhtem MaBe. 

2. Die sichtbaren Strahlen schaédigen nur dann, 
wenn Sauerstoff zugegen ist. Fehlt derselbe, so ist 
eine Wirkung kaum nachweisbar. 

3. Fiir die ultravioletten Strahlen ist die Sauer- 
stoffgegenwart belanglos. 

4. Die Gegenwart von Hydroxylionen steigert die 
Lichtem pfindlichkeit der Katalase. 

5. Von den untersuchten fluorescierenden Stoffen 
wirkten auf die Katalase simtliche, auf die Peroxydase 
nur Eosin und Rose bengale sensibilisierend. Diese 
Sensibilisierung tritt nur dann in Erscheinung, wenn 
die ultravioletten Strahlen méglichst fehlen. 

6. Im Vergleiche zu Invertase und Diastase ist aber 
bei diesen Fermenten die sensibilisierende Wirkung 


sehr gering. 
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Uber das Verhalten des Chinins im Organismus. 


Von 


Dr. Paul Grosser, 


ehem, Assistenzarzt der Abteilung. 


(Aus der IL. inneren Abteilung des stidtischen Krankenhauses am Urban 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1907.) 


Die Frage nach dem Verhalten des Chinins im Organismus 
ist in friiheren Zeiten haufig bearbeitet, aber niemals eindeutig 
beantwortet worden. Einige Autoren, ich nenne vor allem Ker- 
ner!) und Thau?), glaubten fast alles Chinin im Harn wieder- 
zufinden und schlossen daraus, daB es unverandert den Organismus 
passiere, andere konnten nur Bruchteile der eingegebenen Menge 
nachweisen, wie z. B. Personne*) nur 16%. Ubereinstimmend 
fanden aber alle, daB im Kot, soweit sie ihn iiberhaupt unter- 
sucht haben, nur Spuren des Alkaloids wiedererscheinen. Aus- 
fiihrlich auf die altere Literatur einzugehen, eriibrigt sich, da sie 
bereits in den noch zu erwahnenden neueren Arbeiten erschépfend 
abgehandelt ist. 

Unzufrieden mit den widersprechenden Resultaten der 
friiheren experimentellen Arbeiten und von dem Wunsche geleitet, 
eine sichere Basis fiir die Therapie zu gewinnen, haben in neuerer 
Zeit Kleine’), Merkel®) und Schmitz*) — dessen Arbeit erst 
erschien, als meine Experimente fast abgeschlossen waren — 
in Deutschland und Mariani’) in Italien dieses Thema bearbeitet. 

Die vier genannten Autoren glaubten den Hauptgrund fiir 
die weitgehenden Differenzen der ilteren Angaben in der mangel- 


1) Kermrer, Arch. f. d. ges. Physiol. 2 u. 3 

2) Thau, Arch. f. klin. Med. 5. 

}) Personne, Journ. de Chimie et Pharmacie 28. 

4) Kleine, Zeitschr. f. Hygiene u. Infektionskrankh. 38. 

5) Merkel, Arch. f. experim. Pathol. u. Ther. 47. 

6) Schmitz, dasselbe 1907. 

7) Mariani, Atti della societa per gli studi della Malaria 1903 u. 1904. 
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haften Methodik zu finden, und suchten vor allem diese zu ver- 
bessern, jeder auf eigene Art: nur Schmitz lehnt sich teilweise 
an Kleine an, vermeidet aber durch eine geschickte Modifikation 
dessen ungenaue Resultate. 

K léine verarbeitete die von ca. 25jahrigen Versuchspersonen 
nach Kingabe des Chinins zu verschiedenen Zeiten nach Belieben 
gelassenen Harnportionen einzeln, und zwar benutzte er Mengen 
bis zu 200 cem in toto, von gréBeren pipettierte er 200 cem zur 
weiteren Verarbeitung ab. So erhielt er in 24 Stunden bis zu 
zehn Proben und muBte auf Doppelbestimmungen von vornherein 
verzichten. In den Protokollen ist die Gesamtmenge des Urins 
ebensowenig angegeben wie die GréBe der einzelnen Portionen, 
die bei dieser Art der Entnahme ungleiche Zusammensetzung 
hatten, so dab bei dem Pikrinzusatz verschiedene Mengen stérender 
Substanzen mitgefallt werden muBten. Zum Harn wurde Pikrin- 
siure bis zur Sattigung zugesetzt, vom gebildeten Chininpikrat 
abfiltriert, der Filterriickstand mit Kalilauge zersetzt, die freie 
Base in Chloroform aufgenommen, das Chloroform verdunstet, 
der Riickstand gewogen. ,,Der erhaltene Riickstand schmolz 
bei ca. 160° und sah meist briunlich aus. Das wiedergewonnene 
Chinin war demnach nicht ganz rein, jedoch fiel die Menge der 
firbenden Stoffe, wie Kontrollversuche dartaten, fiir die Resultate 
nicht ins Gewicht.‘ Die Versuchsfehler, durch Zusatz von Chinin 
zu normalem Harn ermittelt, sollen nur 1—2°®, betragen. Trotz 
der von Kleine angestellten Kontrollversuche konnte ich mich 
nicht entschlieBen, seine Methode zu akzeptieren, denn eine 
wichtige Kontrolle fehlt: Wieviel Riickstand bleibt bei dieser 
Methode von normalem Harn ohne Chininzusatz? Die Pikrin- 
siure fallt zahlreiche Harnk6érper, vor allem auch Farbstoffe, 
die nach der AufschlieBung in das Chloroform iibergehen. Wieviel 
Chinin in dieser restierenden Schmiere vorhanden ist, laBt sich 
nicht ermitteln. Der Schmelzpunkt ist tiberhaupt nicht zu ver- 
werten, da seine Bestimmung nur bei Krystallen, nicht aber bei 
Schmieren angingig ist. Kleine gibt auch leider nicht an, ob 
sein Riickstand die Thalleiochinin- und Fluorescenzreaktion zeigte, 
die bei verunreinigtem Chinin schlecht oder gar nicht zu er- 


zielen sind. 
Schmitz priifte iibrigens die Kleinesche Methode genau 
nach und fand dabei bis 22% Verunreinigung in dem gewogenen 
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Riickstand. Deshalb wog er den nach Kleines Methode ge- 
wonnenen Riickstand nicht, sondern léste ihn nach dem Vor- 
schlage Gordins?) in einer bestimmten Menge !/,) n-Schwefel- 
siure, spiilte ihn in einen MeBkolben, fiigte Jodjodkaliumlésung 
hinzu, fiillte bis zur Marke auf, filtrierte vom unléslichen Chinin- 
perjodid ab und titrierte einen aliquoten Teil des Filtrates mit 
1/,, n-Natronlauge zuriick. Da er durch ausgiebige Vorversuche 
festgestellt hatte, daB 1. der Chloroformriickstand des normalen 
Harns kein Saiureverbindungsvermoégen besitzt, 2. 1 cem 1/,. n 
Schwefelsiure 0,00885 g Chinin bindet, so konnte er aus der 
verbrauchten Menge Siure den Chiningehalt berechnen. Diese 
Methode scheint mir auBerordentlich einfach und zuverlissig, 
so daB ich sie zu meinen letzten Untersuchungen angewandt habe. 
Merkels Methode ist fiir klinische Zwecke nicht einfach genug. 
Mariani fallte den eingeengten Urin mit Alkali, schiittelte den 
entstandenen Niederschlag mit Ather aus, léste den nach Ver- 
dunsten des Athers bleibenden Riickstand in H,SO,, entfernte 
aus dieser Lésung die Farbstoffe durch Schiitteln mit Ather, 
fallte die saure Lésung wiederum mit Alkali, aitherte aus und wog 
den Riickstand. Dieser gab Fluorescenz und Thalleiochininreaktion. 
Diese Methode ist ungenau, denn ich habe mich itiberzeugen 
kénnen, daB das Chinin aus Harn mit Alkali quantitativ 
nicht fallbar ist; es bleibt stets noch Chinin in Lésung. AuBerdem 
hinterlaBt auch ein so behandelter chininfreier Harn stets einen 
mehr oder weniger groBen Atherriickstand. 

DaB Kleine und Mariani mit ihren Methoden keine ein- 
wandsfreien Resultate erzielen konnten, geht aus dem Gesagten 
hervor. Aber auch in anderer Hinsicht sind Bedenken zu diuBern. 

Kleine untersuchte die Ausscheidung des Chinins nach Ein- 
gabe per os, per clysma und nach subcutaner Applikation, und 
zwar nur waihrend 24 Stunden. Uber die weitere Dauer der Aus- 
scheidung ist keine Untersuchung angestellt, wohl aber schreibt er: 
, ich glaube, daB mindestens noch weitere 24 Stunden Spuren von 
Chinin ausgeschieden werden. Gibt man niimlich an zwei auf- 
einanderfolgenden Tagen 1 g Chinin, so ist die zweite Kurve stets 
hdher und die Ausscheidung am zweiten Tage gr6éBer als am ersten. 
Dies erklart sich dadurch, daB in der Tat noch Chinin von der 


1) Gordin, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 1899. 
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ersten Dosis her im Kérper zur Resorption kommt. Gleich da- 


nach berichtet er von einem jungen Manne, der durch 3 Monate 


taglich 1 g Chinin erhielt und bei dem die Ausscheidung sich ,,in 
den physiologischen Grenzen™ hielt. 


Hier scheint also keine Er- 


hohung der Ausscheidungszahl am zweiten oder den folgenden 


Tagen eingetreten zu sein. 


Protokolle dariiber fehlen wenigstens. 


Was nun aber die Ausscheidung in den ersten 24 Stunden 


betrifft, so ist aus den bei Besprechung der Methode angefiihrten 


Griinden nur die Gesamtsumme in Betracht zu ziehen. 


Allen 


Schlissen aus den ca. zweistiindigen voéllig ungleichen Harnpor- 


tionen fehlt die reale Basis. 


3ei Versuchspersonen, die je 1—2 g 


Chin. mur. per os niichtern erhielten, wurden 19—27% im Harn 


ausgeschieden; von einem anderen Individuum, das 2 ¢g auf vollen 


Magen erhielt, nur 9°,. 


Hieraus schlieBt Kleine, daB bei leerem 


Magen das Chinin bedeutend besser resorbiert wird wie nach der 


Mahizeit; meines Erachtens ist die Zahl seiner Versuche zu gering, 


um diese Anschauung zu beweisen. 


ausgeschieden. Bei subcutaner Applikation von 0,5 g Chin. 


hydr., in drei Fallen, wurden ¢— 15° 


« 


In drei Versuchen wurde je 
2 g Chin. chlorhydr. per clysma gegeben und ca. 17°, wurden 


chlor- 


>» ausgeschieden. DaB das 


ibrige Chinin als Depot unter der Haut liegen bleibt und langsam 


resorbiert wird, hat Schmitz widerlegt, der einem Manne 7 Tage 


hindurch tiglich zwei Spritzen Chin. mur. verabfolgte und keine 


Steigerung der ausgeschiedenen Menge sah, die nach Kleines 


Ansicht doch 


hatte eint 


reten mussen. 


Mariani hat iiber die Ausscheidung des Chinins zahlreiche 


Versuche 


gemacht. deren Ergebnis er in folgender Tabelle angibt. 


Bei Einnahme per os. 












Wihrend normaler Temperatur 











Bei leicht lis- | Beischwererlis-|% <= z 2 
lichen Priiparat. lichen Praparat.|* 3 = —&) £ 4 5 
= S  |Sueei . Siiswl. |s# sai = seiaz 
we 8/S 5/5 SE/SSISEISEIsSSiss| F S135 
tS aim siFesi Se si-~alseslHe lis sis tl s =-~Ffi24 
WAS ses a Sa Rea lS2\52| " B23 
Am 1. Tage (22.9 |26,45:30,09)28.27 29,46:43.97 36,71 27,95/37,03 30.57 18.47 20,54 
._ a 7.54 7,64! 9,95) &,79)12,54 18,55)15,54:10,09 14,25)11,24, 9.60) 6,53 
o - 1.47; 1,34! 4,41) 2.87! 3.27) 5,91) 4,59) 2,30) 5,16) 3,281 4,91 1,07 
4. O.R5 | 0,23} 0,54) 0.54 2,45) 
Gesamt 31.91 36,28 44.45 39.93 45.50 68.43 56,84'40,88/56.44 45,63 35.43 771.94 
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Aus dieser Tabelle geht hervor, daB die Art der peroralen 
Einverleibung fiir die Ausscheidung ziemlich gleichgiiltig ist; von 
einer geringeren Ausscheidung nach EKingabe auf vollen als auf 
leeren Magen ist hier keine Rede; die hohen Zahlen bei Eingabe 
von schwerléslichen Priparaten auf vollen Magen sind wohl auf 
die Fehler der Methode zuriickzufiihren. Ubereinstimmend mit 
Kleine konnte Mariani die geringe Ausscheidung bei sub- 
cutaner Injektion nachweisen. Im einzelnen fand Mariani, daB 
die Ausscheidung in den ersten 24 Stunden ziemlich gleichmaBig 
verliuft, da also nicht, wie Kleine behauptet, nach einem 
schnellen Anstieg die Ausscheidungskurve nach etwa 4 Stunden 
wieder ziemlich steil abfallt. Bei wiederholter Kingabe behauptet 
Mariani eine Erhéhung der Ausscheidung am 2. Tage beobachtet 
zu haben. Ich glaube durch meine eigenen Untersuchungen 
zeigen zu kénnen, daB diese Erscheinung nicht konstant auftritt. 
Was die Dauer der Ausscheidung anbetrifft, so will Mariani in 
den ersten 4 Tagen das Chinin im Atherextrakt des alkalisierten 
Urins noch mit der Thalleiochininreaktion, bis zum 9. aber ‘durch 
eine immer schwicher werdende Fallung mit Kaliumquecksilber- 
jodid nachgewiesen haben. Mit Kaliumquecksilberjodid gibt 
aber auch der normale Harnextrakt in allen Fallen eine Triibung, 
wie ich mich tiberzeugen konnte; deshalb sind die Zweifel, die 
Mariani selbst hegt, berechtigt: ,,.K6nnte nicht die von mir 
angewandte Methode der Chiningewinnung aus Urinen, die doch 
immer Spuren von EiweiB, Zellen, Epithelien, Leukocyten und 
Bakterien enthalten, die Bildung von kiinstlichen Ptomainen 
verursachen? Ich weise hierauf ausdriicklich hin, da ich mich 
nicht fiir berechtigt halte, die Dauer der Chininausscheidung bis 
zum Verschwinden der Jodquecksilberreaktion zu rechnen.“ 

Merkels Arbeit beschaftigt sich vor allem mit der Frage, 
in welchen Kérper das nicht ausgeschiedene Chinin verwandelt 
wird, er will ein basisches Umwandlungsprodukt gefunden haben. 
Seine Versuchshunde schieden nach lange fortgesetzter Chinin- 
fiitterung 12—14% des Alkaloids im Urin aus. Die Zerstoérung 
war im Anfang nicht geringer als am SchluB des vierwéchigen 
Versuches. 

Schmitz, dessen Arbeit erst nach AbschluB des gréBten 
Teils meiner Experimente erschien, fand bei Eingabe per os unter 


den mannigfachsten Versuchsanordnungen eine Ausscheidung 

















Verhalten des Chinins im Organismus. 103 


von 19—31%, und zwar innerhalb dieser Grenzen regellos; von 
Erhéhung der Ausscheidung bei wiederholter Eingabe hat er 
nichts beobachtet. Bei subcutaner Injektion fand er geringere 
Ausscheidung, 11—21%, bei mehrmaliger Injektion in einigen 
- Fallen gerade in den letzten Tagen am wenigsten., Der Nachweis, 
daB der ausgeschiedene Kérper echtes Chinin und nicht ein 
Derivat — z. B. das von Kerner substituierte Dihydroxyl- 
chinin — ist, ist von Sch mitz durch Analyse des aus der isolierten 
Base hergestellten Sulfates, sowie des Platinsalzes und durch 
Schmelzpunktbestimmung erwiesen worden; die Merkelsche 
Base war im Menschenharn nicht vorhanden). 

Ich benutzte zu meinen Untersuchungen?) nach Kerners 
Vorschlag die Phosphorwolframsiiure als Fallungsmittel, da sie 
das Chinin quantitativ fallt*). Ein Teil, meist 50 cem, des bei 
groben Mengen auf ein kleines Volumen eingedampften Harnes*) 
wurde mit Salzsaure angesiuert und mit konzentrierter Phosphor- 
wolframséurelésung so lange versetzt, bis bei weiterem Zusatz 
keine Triibung mehr eintrat. Daneben wurde mit der gleichen 
Menge eine Kontrollprobe gemacht. Nach 24stiindigem Stehen 
wurde abfiltriert; es war unbedingt nétig, den Niederschlag so 
lange absetzen zu lassen, da sonst die Fliissigkeit haufig triibe 


1) Als meine Untersuchungen bereits abgeschlossen waren, erschien 
von Giemsa und Schaumann eine Arbeit: .,Pharmakologische und 
chemisch-physiologische Studien iiber Chinin* als Beiheft zum Arch. f. 
Schiffs- u. Tropenhygiene 11. Hierin wird alles, was bisher tiber Chinin 
verOffentlicht ist, kritisch gesichtet und durch eigene Untersuchungen 
erginzt. Ich kann diese Arbeit nur insofern beriicksichtigen, als sie zu der 
meinen in direkter Beziehung steht. 

2) Zu besonderem Danke bin ich den Vereinigten Chininfabriken 
Zimmer & Co. verpflichtet, die mir in liebenswiirdigster Weise ihre Pri- 
parate zur Verfiigung stellten. Ich habe alle Praparate bei etwa 115° 
vor der Anwendung auf Gewichtskonstanz getrocknet. Hierbei gaben sie 
das Krystallwasser ab. Aus diesem Grunde weichen meine Alkaloidgehalts- 
berechnungen von denen der iibrigen Autoren (mit Ausnahme Merkels) 
ab, ohne daB dadurch die Endresultate verindert wiirden. 

3) Schaumann und Giemsa verwerfen die Phosphorwoltramsaure 
als Fillungsmittel, wie sie Kerner benutzte, wegen der Ungenauigkeit de: 
damit erzielten Resultate. Nach den von mir angegebenen Modifikationen 


ist der Methode dieser Vorwurf nicht mehr zu machen. 
4) Wie ich mich durch Kontrollversuche iiberzeugen konnte, wird 
durch das Eindampfen kein Chinin dem Nachweis entzogen. 
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durchging. Der Filterriickstand wurde sodann quantitativ in 
eine Abdampfschale gespritzt, in dieser zu dem weiBlichen Brei 
auf dem Wasserbade Barythydrat in Substanz gefiigt, bis die 
Reaktion stark alkalisch wurde. Die Umsetzung war auch ohne 
Lackmuspapier deutlich zu erkennen, da bei Eintritt der Al- 
kalescenz in der triiben Fliissigkeit sich das Unldsliche plétzlich 
flockig absetzte und die Fliissigkeit wasserklar ward. Jetzt fiigte 
ich Tierkohle zur Entfarbung hinzu und dampfte unter hiufigem 
Umriihren bis zur Trockne ein. Der Trockenriickstand wurde 
mit einem Metallspatel von der Schale abgekratzt und in einer 
Soxhlettiite gesammelt. Klebte der Riickstand, was sich einige 
Male ereignete, zu fest an der Schale, so léste ich ihn mit Salz- 
sdure, alkalisierte wieder mit Natriumcarbonat und dampfte 
nochmals bis zur Trockne ein; dann lieB er sich leicht lésen. 
Jetzt wurde die Schale einige Male mit Chloroform gewaschen, 
bis daB der Riickstand des verdunsteten Chloroforms keine 
Chininreaktion mehr gab, das Chloroform in den Kolben des 
Soxhletapparates gefiillt und hiermit der Trockenriickstand 
12 Stunden extrahiert, bis daB das abdampfende Chloroform kein 
Chinin mehr enthielt. Nach Abdampfen des Chloroforms verblieb 
eine braune Schmiere. Diese wurde in Ather gelést, vom Unlés- 
lichen abfiltriert, der Ather verdunstet, der braunliche Riickstand 
bei 115° getrocknet und gewogen. Er léste sich in Schwefelsaure 
unter starker Fluorescenz, die auf Zusatz von Salzsiure ver- 
schwand. Die saure Lésung gab die Thalleiochininreaktion, bei 
Zusatz von Alkali oder einem der Alkaloidreagenzien trat dichte 
Fallung auf. Der Riickstand war demnach als Chinin anzusprechen, 
das ja die Eigentiimlichkeit hat, aus atherischer oder Chloroform- 
lésung nicht krystallinisch, sondern als Schmiere zu erscheinen. 
Einige Versuche, die Methode zu vereinfachen, fielen ungiinstig 
aus. Ich beobachtete, daf das Chininphosphorwolframat in 
Aceton ldslich ist; Versuche, es aus dem ersten Niederschlag 


quantitativ zu isolieren, miBlangen aber. Auch konnte ich das 
zeitraubende Eindampfen des barytgemischten Niederschlags 
nicht vermeiden, da beim Filtrieren Chinin auch in das Filtrat 
iiberging. Das wiedergewonnene Chinin war durch den Zusatz 
von Tierkohle, sowie durch die doppelte Extraktion erst mit 
Chloroform, dann mit Ather von stérenden Farbstoffen fast ganz 
befreit: Behandelte ich namlich 1600 ccm normalen hellbraunen 
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Harns ohne Chininzusatz in der angegebenen Weise, so erhielt 
ich 0,006 g Riickstand. Dies entspricht bei Eingabe von 0,5 g 
Chinin einer Verunreinigung von 1,2°,, bei Eingabe von 1 g 
einer solchen von 0,6%. Diese geringen Mengen spielen aber bei 
der Beurteilung meiner Resultate keine Rolle. 

DaB ich aus dem Harn das Chinin quantitativ wiedererhielt, 
davon iiberzeugte ich mich dadurch, daB ich bestimmte Chinin- 
mengen zu Urinmengen von 1500 ccm, entsprechend einer Tages- 
portion, zusetzte, auf die Halfte des Volumens einengte, mit 
50—100 ccm arbeitete und aufs Ganze berechnete. Hierbei er- 
hielt ich 96,4—98° wieder. 

So gut diese Methode zur Isolation aus dem Harn zu ver- 
wenden war, so wenig gelang es mir, aus eiweibhaltigen Fliissig- 
keiten und aus Organen auf diese Weise das Chinin auch nur 
annahernd quantitativ wiederzugewinnen. Ich arbeitete hier mit 
Verlusten von 80—85% der zugesetzten Mengen. Trotz tage- 
langen Auswaschens der Eiweifriickstande mit angesdiuertem 
Wasser vermochte ich sie nicht chininfrei zu erhalten. Denn 
kochte ich sie mit Alkali und extrahierte sie nach dem Ein- 
trocknen mit Ather, so erhielt ich immer noch einen chinin- 
haltigen Riickstand. Um diese Erscheinung zu erklaren, ver- 
setzte ich EiereiweiBlésung mit einer durch Zufiigen einiger 
Harnstoffkrystalle erhaltenen vollig neutralen 2—4prozentigen 
Lésung von salzsaurem Chinin. Es bildete sich ein dichter flockiger 
Niederschlag, der sich beim Stehen im Brutschrank noch ver- 
mehrte und sich nach 24 Stunden von der voilig klaren Fliissigkeit 


deutlich absetzte. Eine Vermehrung des Niederschlages bei 
langerem Stehen — bis zu 6 Tagen konnte ich, wenigstens 
bei groben Versuchen, nicht konstatieren. Der Niederschlag 


war rein weiB, amorph und gab alle Eiweibreaktionen; durch 
das anhaftende Chinin schmeckte er intensiv bitter. Es war also 
durch den Chininzusatz das EiweiB zum Teil koaguliert worden. 
Die Fallung trat unabhingig von dem Verhiltnis der Eiweib- 
zur Chininlésung ein, derart, daB stets nur ein Teil des Eiweibes 
gefallt wurde, ein anderer aber in Lésung blieb. Das anhaftende 
Chinin vermochte ich nach Alkalisierung nicht durch angesduertes 
Wasser auszuwaschen, sondern konnte es nur durch Chloroform 
oder Ather extrahieren. Nach ca. 20stiindiger Extraktion war 


weder im Pulver noch in der Extraktionsfliissigkeit Chinin nach- 
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weisbar. Quantitativ konnte ich aus der Mischung von Eiweib- 
und Chininlésung, d. h. getrennt aus Niederschlag und Filtrat, 
beide K6érper wiedergewinnen, es hatte also keine chemische 
Bindung, sondern nur eine enge physikalische Umhiillung statt- 
gefunden. Versuche, die ich mit anderen Alkaloiden nach dieser 
Richtung hin anstellte, fielen negativ aus: weder Morphin, Atropin, 





Scopolamin, noch Strychnin in derselben Konzentration mit 

Harnstoffzusatz triibten EiweiBlésungen. SerumeiweiB verhielt 

sich genau so wie Eiereiweib. Inwiefern etwa in dem Vermégen 

des Chinins, Eiweif zu fallen, seine die Malariaplasmodien ver- 

nichtende Kraft beruht, miiBbte durch weitere Untersuchungen 

festgestellt werden, ebenso die genauen quantitativen und zeit- 
| lichen Verhialtnisse dieser Fallung!). 

Diese Verhiltnisse miissen bei der quantitativen Chinin- 
bestimmung in Blut und Organen in Betracht gezogen werden. 
Bei dem mit Ringerscher Lésung verdiinnten Blute, wie es 
zur Durchstr6émung der iiberlebenden Organe benutzt wurde, 
ia warden 100 cem zum Sieden erhitzt, mit Salzsiure eben an- 
gesiiuert, so da sich die Flocken von der vollig klaren Flissig- 
keit gut absetzten. Auf der Nutsche wurde vom Riickstand ab- 
if gesaugt und dieser bei 110° in einer Porzellanschale getrocknet. 
Das leicht gelbliche Filtrat wurde mit HCl angesaéuert und mit 
Kaolin nach dem Verfahren von Rona und Michaelis*) ver- 
setzt, sodann wiederum abgesaugt. Das Filtrat war jetzt wasser- 





i hell, ohne die geringste Spur von EiweiB. Der Kaolinriickstand 
/ wurde bei 110° getrocknet, mit dem ersten Riickstand zusammen 
fein verrieben, mit Natronlauge bis zur starken Alkalescenz 


griindlich gemengt, wiederum bei 110° getrocknet und mit Chloro- 
form im Soxhlet extrahiert, das Chloroform verdunstet, der 


28 Boe 


leicht gelbliche Riickstand getrocknet und gewogen. Er léste 


| sich restlos in Schwefelsiure, gab die Fluorescenz- und Thal- 
; leiochinin-, sowie sémtliche Fallungsreaktionen des Chinins. Das 


. 1) Auch Giemsa und Schaumann haben die Beobachtung gemacht, 
! / daB sich eine Mischung von EiweiB- und Chininlésung triibt. Sie fiihren 
.)) diese Erscheinung auf ein Unldéslichwerden des Chinins zuriick, iibersehen 
: aber anscheinend dabei, daB essich um eine Koagulation des EiweiBes handelt, 
und daB das Chinin nur in der dem Volumen des Koagulums entsprechenden 
Menge mitgerissen wird. 

4 2) Diese Zeitschr. §, 365, 1907. 
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Filtrat des Kaolinniederschlags wurde auf etwa 50 com eingeengt, 
mit Natronlauge alkalisiert und mit Chloroform dreimal aus- 
geschiittelt. Das Chloroform wurde abgedunstet, der leicht gelb- 
liche Riickstand getrocknet und gewogen. Er gab siimtliche 
oben angegebenen Chininreaktionen. Die Summe ergab das in 
100 cem vorhandene Chinin. Wie ich mich durch Chininzusatz 
zu normalem Blut iiberzeugen konnte, betragen bei dieser Methode 
die Verluste 2 bis héchstens 5%. Die eventuellen geringen Ver- 
unreinigungen durch Farbstoffe und andere Produkte fallt fiir die 
unten anzufiihrenden Versuche nicht ins Gewicht, da durch sie 
die gefundenen Zahlen nur zu hoch sein kénnten. Quantitativ 
war aus den Riickstinden das Chinin mit angesiuertem Wasser 
nicht auswaschbar. die getrennte Bestimmung aus Riickstand 
und Filtrat war daher unvermeidlich. 

Die quantitative Chininbestimmung aus der Leber bereitete 
zuerst groBe Schwierigkeiten, da auch hier das Chinin unaus- 
waschbar zuriickgehalten wurde und die Unmenge von Gallen- 
abkémmlingen die Extrakte tiefschwarz farbte 

SchlieBlich gelangte ich zu folgender Methode, die zwar 
umstandlich ist, bei der ich mich aber durch qualitative Proben 
von der Chininfreiheit simtlicher Riickstinde iiberzeugen konnte: 
Die Leber wurde zerkleinert, zuerst auf dem Wasserbade, sodann 
im Trockenschrank bei 80° getrocknet und dann mit Seesand 
griindlich verrieben. Dieses Lebersandpulver wurde mit etwa 
100 ccm 25 prozentiger Schwefelsiure vermengt und im Schittel- 
apparat 3 Stunden kraftig geschiittelt, sodann getrocknet und dei 
Trockenriickstand im Soxhlet mit Chloroform so lange extrahiert, 
bis da das ablaufende Chloroform wasserklar war. Auf diese 
Weise war es mir méglich, einen Teil der Farbstoffe zu entfernen; 
denn das in Chloroform vollig unldésliche schwefelsaure Chinin 
blieb in der Filterpatrone zuriick. Das so gereinigte Pulver wurde 
nunmehr bis zur stark alkalischen Reaktion mit Natronlauge 
versetzt und wiederum im Schiittelapparat 3 Stunden kraftig 
geschiittelt; der Brei nunmehr unter Zusatz von Tierkohle zur 
Trockne eingedampft, bei 80° vdllig getrocknet, das Pulver 
wiederum im Soxhlet mit Chloroform extrahiert, bis da das 
ablaufende Chloroform chininfrei war (dies trat einige Male erst 
nach 36stiindiger Extraktion ein). Das Chloroform wurde ver- 


dunstet, der braune Riickstand getrocknet und in verdiinnter 
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Schwefelsiure gelést. Durch ein kleines Filter wurde vom un- 
gelésten Riickstand abfiltriert und so lange mit verdiinnter 
Schwefelsiure gewaschen, bis daB das Filtrat chininfrei war. 
Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt, mit Natronlauge 
alkalisiert und mit Ather dreimal ausgeschiittelt. Der nach Ab- 
dunsten des Athers zuriickgebliebene leicht gelbliche Riickstand 
wurde getrocknet und gewogen. Er léste sich restlos in Schwefel- 
siure und gab alle Chininreaktionen. Bei Zusatz von bestimmten 
Chininmengen zu 100 g Leber (in drei Kontrollversuchen) er- 
hielt ich bei Anwendung dieser Methode 90—92%, des Zu- 
gesetzten wieder. Die Methode war also fiir meine Zwecke hin- 
reichend genau; auch hier gilt fiir die Verunreinigungen das oben 
Gesagte. 

Ich priifte zuerst die Angaben der Autoren dariiber nach, 
wieviel Chinin bei einmaliger Einfiihrung per os wieder im Harn 
ausgeschieden wird. In den ersten Fallen untersuchte ich auch 
den Kot, fand aber in Ubereinstimmung mit friiheren Angaben 
nur Spuren bis héchstens 1%. Quantitativ war die Dauer der 
Ausscheidung nur bis héchstens 48 Stunden nach der Einnahme 
annaihernd genau festzustellen. Qualitativ, d. h. durch Thal- 
leiochinprobe mit dem Atherextrakt des alkalisierten Harns, 
konnte ich in allen Fallen langstens 60—72 Stunden nach der 
letzten Einnahme noch Chinin nachweisen, auch bei einem 
Schwarzwasserkranken. Nur bei einem an hochgradiger Obsti- 
pation leidenden, sonst gesunden 27jahrigen Manne, der einen 
Teil des Chinins wieder ausbrach, war noch bis zu 105 Stunden 
Chinin nachweisbar; wahrscheinlich fand hier noch Resorption 
des im Darm gestauten Chinins statt. 

1. Gesunder, 26jaihriger Mann nimmt 3! Stunden nach dem Mittag- 
essen 1,3314 g Chin. chlorhydr., entsprechend 1.1967 g reinen wasserfreien 
Chinins. Bald danach maBiges Ohrensausen. Nach 30 Stunden im ganzen 
1800 ccm Urin gesammelt, darin 0,2149 g wasserfreien Chinins, also 17.9°5 
des eingenommenen. 

2. Gesunde, 43jahrige Frau nimmt friih 6 h niichtern 1.2745 g Chin. 
sulf., entsprechend 1,1070 g reinen Chinins. 

l. Urin nach 6h 0,0285 g (2,56°,). 
2. Urin nach 12h 0,0276 g (2,49°%,), 
3. Urin nach 24h 0,051 g (4,60°%). 

In 24 Stunden also 0.1071 g Chinin, 9,65° 

geschieden. 


des eingefiihrten aus- 
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3.*) Gesunder, 26jahriger Mann nimmt zusammen mit dem ersten 
Friihstiick, bestehend aus einer Tasse Kaffee und einer Semmel, um 9 h 30 
a.m. 1 g Chin. sulf., entsprechend 0.8686 g reinen Chinins. Nach 3 Stunden 
tritt m&Biges Ohrensausen auf. 

1. Urin nach 6h 0,0496¢ (5,6°,). 

2. Urin nach 12h 0,1558 g (17,7°,). 
3. Urin nach 24h verloren, 

4. Urin nach 48h 0,0566 g (6,4°,) 

Im ganzen nach 48 h 09,2620 g. d. h. 28,7°, der eingefiihrten Menge 
ausgeschieden, wobei aber der leider verlorene Harn der zweiten 12 Stunder 
fehlt. 

4.*) $0jahriger gesunder Mann nimmt morgens niichtern | g Chin 
chlorhydr., entsprechend 0.8988 g Chin. pur. Darauf gar keine subjektiven 
Beschwerden 

l. Urin nach Gh 0.0354 ¢ (3,9°%), 
2. Urin nach 12h 0.0990 ¢ (11°35), 


3. Urin nach 24h 0.0212 g (2,4), 
4. Urin nach 48h 0.0089 g (1°). 
Zusammen nach 48 h 0,1645 g, d. h. 18,5°, ausgeschieden. 


5.*) Gesunder 24 jiilriger Mann nimmt 8 h a. m. niichtern 1 g Chin. 
chlorhydr., entsprechend 0,8988 g Chin. pur. Etwa eine Stunde danach 
heftiges Ohrensausen, Ubelkeit und Kopfsechmerzen; diese Symptome 
legen sich aber nach etwa 3 Stunden. 

1. Urin nach 6h 0,1239 ¢ (13,7°%), 
2. Urin nach 12h 0,0708 g (7,8°,), 
Urin nach 24h 0.0597 g (6,4%), 


4. Urin nach 48h 0,0071 g (1%). 


Im ganzen nach 48 h 0.2615 g. d. h. 28,9°,, des eingegebenen Chinins 


Wieder ausgesc! iedk n 


Da man erfahrungsgemaB mit einer einmaligen Chinindosis 
bei der Malariabekimpfung nicht auskommt, so untersuchte ich 
auch die Ausscheidungsverhiltnisse bei Malariakranken, die 
mehrere Tage hintereinander teils prophylaktisch, teils im Fieber- 
anfall Chinin per os erhielten. 

6. 30jihriger Patient erhilt beim Fieberabstieg eines typischen tro- 
pischen Tertianaanfalls 11 h a. m. 1,0718 g Chin. sulf., entsprechend 0,9303 g 


Chin. pur. per os. In den nach 24 Stunden gelassenen 2000 cem Urin sind 


0,25 g Chin. pur., d. h. 23,35°,, des eingegebenen nachweisbar. 24 Stunden 
nach der ersten Einnahme, um 11 h a. m. des folgenden Tages, nimmt 
derselbe Patient 1,1910 g Chin. sulf., entsprechend 1,034 g Chin. pur. Nacl 
24 Stunden sind in 1720 cem Urin 0.391 g Chin. pur., d. h. 37,8°% des ein- 


*) In den mit einem Sternchen bezeichneten Versuchen ist das Chinin 


nach der Schmitzschen Methode bestimmt. 
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gegebenen ausgeschieden worden, von den im ganzen cingegebenen 1,9643 g 
also 32,6°,,. 

7. 35jahriger Patient, mit tropischer Tertiana, erhalt in der anfalls- 
freien Zeit, nachdem er 5 Tage vorher Chinin intramuskular erhalten hat, 
vgl. Nr. 16, um 3h p. m. 0,5 g Euchinin, entsprechend 0,4091 g Chin. pur. 
Nach 24 Stunden sind in 1800 cem Urin 0,049 g Chinin, d. h. 12%, des ein- 
gegebenen ausgeschieden. Darauf dieselbe Dosis Euchinin, von der in weite- 
ren 24 h 0,055 g. d. h. 13.4%, ausgeschieden werden, von den im ganzen 
eingegebenen 0,8182 g also 12,7°,. 

8.*) 18jabrige Patientin mit einheimischer Tertiana erhalt am Morgen 
nach einem Fieberanfall 1 g Chin. chlorhydr., entsprechend 0,8988 g Chin. 
pul per 0s. 

l. Urin nach 6h enthalt 0,0637 g (7°,). 
2. Urin nach 24h enthalt 0.15108 (16°,). 
Jetzt erhalt die Patientin wiederum | g Chin. mur. per os. 
3. Urin nach 6h (nach der zweiten Einnalhme) 
enthalt 0,1682 g (18,7°,), 
4. Urin nach 12h enthalt 0,0823 g (9,1°,), 
5. Urin nach 24h enthalt 0,0310 ¢ (3,4°,) 
Jetzt wiederum | g Chin. mur. per os. 
6. Urin nach 24h enthalt 0,0956 g (10,6°,), 
7. Urin nach 48h enthalt 0,0159 g (1,7°,). 
Im ganzen sind also 0.6077 g reinen Chinins, d. h. 22,5°, der ein- 


vegebenen 2,6967 g ausgeschieden worden. 


Auch bei einer gesunden Frau untersuchte ich die Ausscheidungs- 
verhaltnisse bei mehrmaliger Einverleibung: 

9. Gesundes 18jahriges Madchen erhalt morgens 10 h, 3 Stunden nach 
dem ersten Friihstiick, 1,0923 g Chin. chlorhydr., entsprechend 9817 g Chin. 
pur. per os. In den darauffolgenden 24 Stunden werden 2000 cem Urin ge- 
lassen, die 0,0865 g Chin. pur., d. h. 8,8°,, des eingegebenen enthaiten. 
Jetzt werden 0,931 g Chin. chlorbydr., entsprechend 0,8367 g Chin. pur. ein- 
gegeben. In den nichsten 24 Stunden werden davon 0,0965 g, d. h. 11,5, 
ausgeschieden. Von den nunmehr eingegebenen 0,9530 g Chin. chlorbydr., 
entsprechend 0.8565 g Chin. pur., werden nach 24 Stunden 0,2225 g, d. h. 
25,9°;, ausgeschieden. Von den in dreimal 24 Stunden eingegebenen 2,6749 g 
Chin. pur. wurden also im ganzen 15,1°%, ausgeschieden. 

Im AnschluB8 hieran untersuchte ich die Ausscheidung bei Eingabe 
in refracta dosi. 

10. Gesunder 25jahriger Mann erhalt nach dem ersten Friihstiick von 
10 h a. m. bis 6 h p. m. stiindlich 0,1 g Chin. chlorhydr., entsprechend 
0,0898 g Chin. pur., im ganzen also 0,8082 g Chin. pur. 


1. Urin 12h nach der ersten Einnahme enthalt 0,0575 g (7,1°), 
2. Urin 24h nach der ersten Einnahme enthalt 0,0820 g (10,1°), 
3. Urin 36h nach der ersten, 27 h nach der 
letzten Einnahme enthalt 0,08 g (9.7%). 
Im ganzen sind also 0,2195 g. d. h. 26,9°,, ausgeschieden. 
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11. 32jaihriger ehemaliger Malariopatient erhalt in der fieberfreien 
Zeit nach der Mittagsmahlzeit von 2 h p. m. bis 6 h p. m. stiindlich 0.1 g 
Chin. chlorhydr., entsprechend im ganzen 0,4494 g Chin. pur. Bis 24 h nach 
der ersten Einnalime werden 0.0584 g, d. h. 13,19, ausgeschieden. Von dem 
jetzt in derselben Menge und in der gleichen Weise gegebenen Chinin werden 
in den folgenden 24 Stunden 0,1336 g, d. h. 29,9°,, ausgeschieden, von den 
im ganzen eingegebenen 0,8988 g also 21,3°,,. 

12. 35jahriger Patient mit tropischer Malaria, der 14 Tage vorher einen 
schweren Anfall von Hamoglobinurie iiberstanden hat, erhiilt nach dem 
ersten Friihstiick im Abstieg eines Fieberanfalles von 10 ha. m. bis 2h p. m 
stiindlich je 0,1 g Chin. chlorhydr., entsprechend im ganzen 0,4494 g Chin 
pur. Hiervon werden in 24 Stunden 0,1260 g, d. h. 28°,, ausgeschieden. Am 
folgenden Tage bei vollig normaler Temperatur crhilt cr in der gleichen 
Weise dieselbe Menge, von der nach 24 Stunden 0,0465 g, d. bh. 10,3°,, 
ausgeschieden werden. Von den im ganzen eingegebenen ©8988 g sind also 
19.1°,, ausgeschieden. 

13. 30jahriger Patient, der mehrere Wochen vorher den letzten Anfall 
von tropischer Malaria durchgemacht hat, erhalt prophylaktisch nach dem 
ersten Friihstiick von 11 h a. m. bis 8 h p. m. stiindlich je 0,1 g Chin. mur., 
entsprechend im ganzen 0,8988 g Chin. pur. Davon werden bis 24 Stunden 
nach der letzten Einnahme 0,1112 g, d. h. 12,3°,, ausgeschieden. Nunmehr 
erhiilt er bis 3h p.m. stiindlich 0,2 g Chin. chlorhydr., im ganzen also wiedernm 
0,8988 g Chin. pur., von denen er nach 24 Stunden 0,0780 g, d. h. 8.6", 
ausscheidet. Jetzt erhalt er nochmals fiinfmal stiindlich 0,2 g Chin. chlorhydi 
und scheidet hiervon bis 24 Stunden nach der letzten Einnahme 0,0825 g. 
d. h. 9,1°,, aus. Von den im ganzen eingetiihrten 2,6964 ¢ sind also 10,7 
ausgeschieden 

AuBer der Kinverleibung per os untersuchte ich auch die intramuskulare 
Injektion und verzichtete ganz auf die schmerzhafte und leicht Abscess 
erzeugende subcutane Applikation. Merkwiirdigerweise ist von keinem 
anderen deutschen Untersucher die intramuskulare Injektion angewandt 
worden!), 

14. 20jahrige gesunde Frau erhialt um 10 h m. nach dem zweiten 
Friihstiick 1,0551 g Chin. bihydrochl.. gleich 0,861 g Chin. pur. in 3 cem 
Wasser mit einigen Harnstoffkrystallen gelést in die Glutaealmuskulatur 
injiziert. Nach etwa 1 Stunde hat sie bitteren Geschmack im Munde. 

1. Urin nach 6h 0,0399g (4,6°,), 
2. Urin nach 12h 0,0680g (7,8°,). 
3. Urin nach 24h 0,2000g (23,2°,). 

Im ganzen sind also 0,3079 g, d. h. 35,6 g ausgeschieden. 

15. 40jihriger Mann mit tropischer Malaria erhalt beim Fieberabstieg 
um 4h p. m. 1,3185 g Chin. bihydrochl., entsprechend 1,076 g Chin. pur. mit 
etwas Harnstoff gelést in die Glutaealmuskulatur injiziert. Nach 24 Stunden 


sind hiervon 0.2344 g. d. h. 21,8°,, ausgeschieden. Darauf erhalt er wiederum 


1) Auch nicht von Giemsa und Schaumann. 
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1,2624 g Chin. bimur., entsprechend 1,0302 g Chin. pur. injiziert. Hiervon 
werden nach 24 Stunden 0.4816 g, d. h. 46,7°, ausgeschieden, von den 
im ganzen injizierten 2,1062 g also 34° 

16. (Vgl. Nr. 7.) 35jahriger Mann, der mehrere Wochen vorher den 
letzten Anfall von tropischer Tertiana gehabt hat, erhailt um 11 h a. m., 
nach dem zweiten Friihstiick, 1,2 g Chin. bihydrochl., entsprechend 0,9793 g 
Chin. pur. in die Glutaealmuskulatur injiziert. Nach 24 Stunden sind 
hiervon 0,0852 g, d. h. 8,7°,, ausgeschieden. Jetzt erhalt er wiederum die- 
selbe Menge injiziert und scheidet davon nach 24 Stunden 0,0822 g, d. h. 
8,4°,, aus, von den im ganzen injizierten 1,9586 g also 8,5%. 

17. Auch beim normalen Hunde untersuchte ich die Ausscheidungs 
verhaltnisse bei intramuskuliren Injektionen. Das Tier schied von 0,5057 g 
Chin. bimur., entsprechend 0,4127 g Chin. pur., nach 24 Stunden 0,05 g. 
d. h. 12,194 aus, von den sodann injizierten 0,4925 g Chin. bimur., ent- 
sprechend 0,4019 g Chin. pur., nach weiteren 24 Stunden 0,0554 g, d. h. 
13.7°,,, im ganzen also von 0,8146 g 12,9°,. In den niachsten 24 Stunden 
wurden noch 0,0052 g ausgeschieden, d. h. 0,6°, der insgesamt injizierien 
Menge. 


Auch ich konnte also in allen Fallen nur Bruchteile des ein- 
gegebenen Chinins wiederfinden, die zwischen 8 und 46°, schwank- 
ten. Einen Unterschied zwischen Eingabe in Einzel- oder geteilter 
Dosis konnte ich nicht konstatieren'). Marianis Anschauung, 
als ob diese Schwankungen durch die mehr oder weniger groBe 
Loéslichkeit der Salze bedingt sei, kann ich nicht beitreten, denn 
in Fall 2 sind 9,67%, in Fall 3 28,7%, in Fall 6 32,6% vom schwer- 
léslichen schwefelsauren Chinin ausgeschieden worden, beim be- 
deutend leichter léslichen salzsauren Chinin sind ebensolche 
Schwankungen zu verzeichnen, und vom sehr schwer ldéslichen 
Euchinin zeigt die AusscheidungsgréBe einen Mittelwert, 14%. 
Wie verhilt es sich aber mit dem von Kleine betonten EinfluB, 
den die Fiillung des Magens auf die Resorption ausiibt? Kleine 


t) Giemsa und Schaumann behaupten, daB bei Einfithrung in 
refracta dosi die Ausscheidungszah] héher wire als bei Einzelgabe, 23.8% 
gegen 27,8°, im Mittelwert. Ich kann aus diesem geringen Unterschiede 


keine derartige Folgerung ziehen. Denn zur Ermittlung des Wertes 23,8 


sind sieben- Fille benutzt, in denen die Ausscheidung zwischen 19,6 und 
29,3°, schwankt, zur Ermittlung des Wertes 27,8°% acht Fille, in denen 
sich die Ausscheidung zwischen 24,2 und 31,3°% bewegt. Mit diesen wenigen 
Fiillen, die untereinander Schwankungen bis fast 10°/, aufweisen, Vergleichs- 
mittelwerte zu bilden und, weil diese um nur 4% differieren, auf ver- 
schiedene Ausscheidungsverhiiltnisse zu schlieBen, ist doch wohl kaum 


ngiingig. 
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behauptet, daB bei leerem Magen am meisten ausgeschieden 
wiirde, Mariani fand das Gegenteil. Aus meinen Ergebnissen 
erhellt, daB die Magenfiillung vdllig irrelevant ist, denn in Fall 1, 
Kingabe 3 Stunden nach dem Mittagessen, sind 18°,, in Fall 2 
niichtern nur 9,67°%, ausgeschieden worden. Hingegen sind in 
Fall 5 niichtern 28,9, in Fall 3 bei gefiilltem Magen ungefahr 
dieselbe Menge, 28,7%, ausgeschieden worden. Die Fiillung des 
Magens hat also keinen EinfluB auf die Resorption. Es ist auch 
a priori nicht zu verstehen, wie hier eine Wechselwirkung eintreten 
soll. Der Magen selbst resorbiert nichts oder fast nichts, das in 
der Salzsiure geléste Chinin passiert zum gréBten Teil mit der 
Fliissigkeit den Pylorus, ein geringer Teil wird durch die noch 
langer im Magen verweilenden festen Bestandteile, vor allem 
durch das EiweiB, umhiillt und zuriickgehalten, und schlieBlich 
wird alles vom Darm aus resorbiert. 

In direktem Widerspruche mit Kleine stehen meine Ergeb 
nisse in bezug auf die zeitliche GréBe der Ausscheidung. Ich 
konnte keineswegs den steilen Anstieg und langsamen Abfall der 
Ausscheidungskurve beobachten, vielmehr war die Ausscheidung 
teils eine gleichmaBige innerhalb der ersten 24 Stunden (z. B. 
Fall 2), teils wurde in den zwischen 6 Stunden relativ am meisten 
eliminiert (z. B. Fall 3 und 4), in Fall 5 wurde allerdings in den 
ersten 6 Stunden ebensoviel ausgeschieden wie in den folgenden 18, 
aihnlich im Falle 8, nach zweimaliger Chinineinverleibung. Von 
einer konstanten Erscheinung kann also keineswegs gesprochen 
werden. Bei der Eingabe in refracta dosi hatten dieselben Ver- 
haltnisse statt. Bei der intramuskularen Injektion schieden die 
Versuchspersonen 8,5—46,7% aus, letzteren hohen Wert erhielt 
ich bei Fall 15, wo es sich um die Wiederholung der Injektion 
bei einem Malariakranken handelte. Der Versuchshund schied 
bei wiederholter Injektion 12—13%, aus, entsprechend den 
Zahlen, die Merkel bei Verfiitterung von Chinin erhalten hat. 

Vergleichen wir nun die Ausscheidungsverhaltnisse bei intra- 
muskularer Injektion und Eingabe per os, so sind keine wesent- 
lichen Unterschiede festzustellen. In beiden Fiillen schwankt 
die Ausscheidungszahl innerhalb betriichtlicher Grenzen. In 
beiden Fallen konnte durch Wiederholung der Eingabe keineswegs 
konstant eine Erhéhung der Ausscheidung am zweiten Tage fest 
gestellt werden. Ausnahmen machen Fall 9 und vor allem dic 
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beiden Malariafille 6 und 15. Bei Fall 9, wo die Ausscheidungs- 
zahlen innerhalb der gew6hnlichen Grenzen 8—25%, schwanken, 
méchte ich diese Erscheinung als eine zufallige ansprechen, zumal 
z. B. bei den Fallen 12 und 13 keine Erhéhung, sondern zu- 
falligerweise eine Erniedrigung der Ausscheidung nach der zweiten 
Kingabe statthatte, wie sie auch Schmitz beobachtet hat?). 

Anders verhalt es sich mit den beiden Malariafallen 6 und 15. 
Hier ist der Unterschied sehr groB, und die Zahlen fiir den 
zweiten Tag sind unverhaltnismaBig hoch, so daB die Frage 
berechtigt ist, ob hier nicht ein EinfluB des Malariafieberanfalls 
auf den Ausscheidungsmodus besteht. Um diese Frage zu be- 
antworten, miiBte man sich erst eine Vorstellung dariiber bilden. 
was mit dem nicht wiedergefundenen Chinin geschehen ist. Es 
bestehen zwei Moéglichkeiten: 

1. DaB es im Korper zuriickgehalten und allmahlich in so 
kleinen Mengen wieder ausgeschieden wird, daB es dem Nachweis 
entgeht; 

2. dab es vom Korper zerstért wird. 

Gegen die erste Annahme sprechen mehrere Griinde. Wenn 
das Chinin nur zuriickgehalten wiirde, so wiirde nicht der sehr 
groBe Unterschied in der Ausscheidung wiahrend der ersten 
24 Stunden und der folgenden Zeit bestehen. In den zweiten 
24 Stunden nach der letzten Eingabe konnte ich doch stets nur 
ganz geringe Mengen des Alkaloids nachweisen, und am dritten 
Tag war die Ausscheidung quantitativ tiberhaupt nicht mehr zu 
bestimmen. AuBerdem miiBbte dann wirklich die von Kleine 
und Mariani postulierte, von Schmitz und mir widerlegte 
Erhéhung der Ausscheidung nach wiederholter Kingabe statt- 
finden, da ja dauernd Chinin zur Resorption vorhanden wire. 
Dieser ersten Annahme widersprechen also die Tatsachen. Wic 
steht es aber mit der zweiten ‘ 

Triafe sie zu, dann miiBte ein Weg gefunden werden, um dic 
Fahigkeit des Korpers, resp. eines Organes zu demonstrieren, 
Chinin zu zerstéren. Ich glaubte, da der gesamte Korper sich zu 
solchen Versuchen nicht eignet (Ratten und Miuse gingen schon 


') Giemsa und Schaumann behaupten, daB bei langdauerndet 
Chinindarreichung der Kérper schlieBlich die Fahigkeit erlangt, mehr 
Chinin zu zerstéren als im Anfang. Dem widersprechen doch aber auch 


die sich iiber Wochen erstreckenden Versuche von Merkel. 
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bald nach dem Einspritzen kleinster, fiir die Analyse ungeniigender 
Mengen zugrunde), dadurch der Frage naher treten zu kénnen, 
daBs ich iiberlebende Organe kiinstlich unter Chininzusatz dureh- 
blutete!). Die Leber schien mir fiir diesen Zweck das geeignete 
zu sein, da sie ja auch andere, z. B. endogene Gifte zerstért und 
sich auch technisch fiir Durchblutungsversuche sehr gut eignet. 
Die Durchblutungsversuche wurden mit dem Apparate von 
Brodie gemacht. Herrn Prof. Dr. René du Bois - Rey mond 
danke ich auch an dieser Stelle fiir die groBe Liebenswiirdigkeit, 
daB er mir nicht nur den Apparat zur Verfiigung stellte, son- 
dern auch selbst unermiidlich die damit vorgenommenen Unter- 
suchungen leitete. Die Technik der Versuche war folgende: 


Eine Katze wurde aus der Carotis entblutet, von der anderen Carotis 
aus wurde der Kérper mit Ringerscher Lésung durchgespiilt. Die ab- 
laufende Blutfliissigkeit wurde sofort defibriniert. _Nachdem ungefiahr 
150 cem abgeflossen waren, wurde das Tier getétet, die Blut-Ringer-Mischung 
filtriert. Aus dem Korper wurde sodann die Leber herauspripariert, Gallen- 
gang und Arterie abgebunden und in die Vena cava, wie auch in die Pfort- 
ader-Kaniilen eingebunden. Die so vorbereitete Leber wurde in die zum 
Apparat gehérige, auf Korpertemperatur erwirmte Kammer gebracht 
und die Kaniilen an den Brodieschen Apparat angeschlossen. Dieser ist 
so konstruiert, daB das Blut aus einem in einem Wasserbade von 40° be- 
findlichen Glasballon durch Sauerstoffdruck durch die Leber gepumpt und 
gleichzeitig arterialisiert wird. Aus der Leber flieBt es in ein GefaB, aus dem 
es durch eine elektrisch betriebene Pumpe wieder in den Sauerstoffballon 
gehoben wird. Die Pumpe ist durch eine von Herrn Prof. Du - Bois - 
Reymond angegebene Vorrichtung so regulierbar, daB eine vollig gleich- 
miBige Durchstrémung erzielt werden kann. Die Durchstrémung liels 
sich 2 Stunden fortsetzen. Dann wurde ihr dadurch Einhalt geboten, dal 
sich das Blut nicht mehr arterialisieren lie} und daher nicht mehr durch die 
Leber floB. Aus der Leber sickerten geringe Mengen Blutes heraus, dic 
aus dem untergestellten Gefa® abpipettiert und wieder in den Kreislaut 
gebracht wurden. Sobald die Durchstrémung gut im Gange war, fiigte ich 
ganz allmahlich (zur Vermeidung von Koagulation) 0,5 g Chin. hydrochl. 
(entsprechend 0,449 g Chin. pur.) in 5°% durch Harnstoffzusatz erhaltener 
Lésung zum Blut hinzu. Nach Beendigung des Versuchs wurde das ganze 
GefaBsystem des Apparates und der Leber mit Ringerscher Lésung durch- 
gespiilt und die Spiilfliissigkeit zum Blut gefiillt. Von der so erhaltenen 
ca. 500 cem betragenden Fliissigkeitsmenge wurden zweimal 100 ccm 


1) Mariani zitiert eine Arbeit von Heger, der Durchblutungs 
versuche anstellte. Es war mir nicht méglich, diese Arbeit im Original zu 
erhalten, so daB ich nicht beurteilen kann, inwieweit die Hegerschen An 
gaben zu verwerten sind, 
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abpipettiert und in ihnen nach der oben angegebenen Methode das Chinin 
bestimmt und auf die Gesamtfliissigkeit berechnet. Die Kontrollen stimmten 
untereinander bis auf Milligramme genau. Die Leber, die stets noch geringe 
Mengen Blut enthielt, wurde nach der obengenannten Methode verarbeitet. 


Die Resultate waren folgende: 





Wieder erhalten 


Versuch Summa Verlust 
im Blut in der Leber 
Nummer % % 
1 15,9 26,7 42.6 57,4 
2 10,0 12,9 22,9 77,1 
3 16.7 24,4 41.1 5RY 
4 13.8 31,1 44.0 5D.1 


Bei den Versuchen |, 2 und 3 wurde 2 Stunden durchblutet, bei 4 nur 
11, Stunden. Bei 1, 3 und 4 sickerte ziemlich viel Blut durch das Leber- 
parenchym hindurch und muBte deshalb hiaufig wieder in den Kreislauf 
zuriickgegossen werden. Versuch Nr. 2 gelang technisch am besten, da 
hier fast gar kein Blut durchsickerte und daher die zugefiigte Chininmenge 
ununterbrochen wiahrend der zwei Stunden die Leber passierte. Méglicher- 
weise ist hierdurch der groBe Chininverlust erklirt. Ich méchte ihm aber 
viel weniger Bedeutung beimessen wie der Tatsache, daB der Chininverlust 
in den drei iibrigen Versuchen eine fast konstante GréBe hat. 


Hierdurch ist bewiesen, daB die Leber die Fahigkeit hat, 
Chinin zu zerstéren, wobei ich mir wohl bewuBt bin, daB die von 
mir gefundenen Zahlen nur annihernd quantitative sind (siehe 
Methodik). 

Auf diese Leberfunktion, die vielleicht durch die Tatigkeit 
anderer Organe noch unterstiitzt wird, kann man nun die oben 
erwaihnte auffallend hohe Ausscheidung der beiden Malaria- 
kranken zuriickfiihren, wenn man annimmt, daB durch die 
Krankheit die Leber so geschadigt ist, daB sie das Chinin nicht 
in dem gewohnlichen Umfange zerstéren kann. Interessant wire 
es auch, bei Schwarzwasserkranken die Ausscheidungsverhaltnisse 
der den Anfall verursachenden Chininmenge kennen zu lernen. 
Sollte sehr viel hierbei ausgeschieden werden, so kénnte man 
annehmen, daB die Leber durch die Malaria so angegriffen ist, 
daB sie das Chinin nicht mehr zerstéren kann und dieses daher in 
besonderem Maf8e giftig wirkt'). 


') Giemsa und Schaumann haben in der Tat bei Schwarzwasser 


kranken erhéhte Ausscheidung festgestellt. 
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Die Folgerungen, die aus meinen Untersuchungen fiir dis 
Malariatherapie zu ziehen sind, wird Herr Prof. Plehin an andere 
Stelle ver6ffentlichen. Teh will hier nur bemerken. dali die Be 
urteilung der Versuche in praktischer Hinsicht deshalb sehr e1 
schwert ist, weil es noch vollig ungeklirt ist, ob denn tiberhaupt 
das zerstérte, d. h. nicht im Urin ausgeschiedene Chinin der Ein 
wirkung auf die Plasmodien entzogen ist, oder ob etwa das 
Alkaloid erst im Organismus zugrunde yveht. nachdem es dic 
Plasmodien vernichtet hat. Diese Cherlegung vergaBen bisher 
alle Autoren bei ihren praktischen Folgerungen anzustellen. 

Zum Schlu®B danke ich Herrn Prof. Plehn dafiir, daB e1 
nicht nur mein Interesse fiir den behandelten Gegenstand erweckt 
sondern mich auch bei der Anordnung der Versuche angelegent 


lichst unterstiitzt hat. 






























Der EinfluB der chemischen Konstitution 
der Stickstoffnahrung auf die Girfaihigkeit und die 
Wachstumsenergie verschiedener Pilze. 


Zweite Mitteilung.') 


Von 


Hans Pringsheim. 


(Aus dem Landwirtschaftlich-Bakteriologischen Institut der Universitiit 
Gottingen. ) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1907.) 


Nachdem sich gezeigt hatte, daB die Stickstoffnahrung die 
Protoplasmafunktionen der Hefe insofern beeinfluBt, als nur 
Hefe girfihig war, welche mit einer die Aminosiurerestgruppe 

NH —CH —CO — enthaltenden Stickstoffquelle ernihrt wurde!), 


schien es geboten, die Frage zu priifen, ob diese Beeinflussung 
eine allgemeine und die Heranzucht giirender Pilze tiberhaupt 
von der Art der Stickstoffquelle im geschilderten Sinne abhangig 
ist. Auf diese Weise sollten die bei der Hefe gewonnenen Resultate 
erginzt und womdglich bestiatigt werden. Unsere allgemeine 
Kenntnis biologischer Vorginge lieB jedoch kaum erwarten, 
dafB wir eine so allgemeine GesetzmaBigkeit vorfinden wiirden. 
Die Untersuchung fiihrte jedoch von neuem zu einem wohl- 
definierten Ergebnis, welches in seiner Gesamtheit die an der 
Hefe gesammelte Erfahrung bestitigt. Es geht dahin, daB eine 
Reihe von Pilzen. wie die Hefe, nur Giarung hervor- 
rufen, wenn ihnen die —~NH—CH—CO-Gruppe in der 


1) Erste Mitteilung. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 4048, 1906; 
diese Zeitschr. 3, 121—286, 1907. 
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Stickstoffquelle geboten wird, wihrend andere von 
der Art der Stickstoffnahrung in der Ausbildung des 
girkraftigen Plasma unabhangig sind. Hierbei muB nun 
hervorgehoben werden, daB diese Abhingigkeit in ganz systema- 
tischer und innerhalb der verwandten Stickstoffquellen aus- 
nahmsloser Art hervortrat, wobei besonders zu erwihnen ist, 
daB sich die Harnsiure, wie bei der Hefe, wieder den Aminosauren 
anreihte und wie diese ein giarkraftiges Plasma auszubilden 
gestattete. 

Ein Teil der verwandten Pilze gab eine reichlichere Pilzernte 
als die Hefe. Es gelang also bei ihnen in noch unzweifelhafterer 
Weise nachzuweisen, daB die geringere Entwicklung auf Stickstoff- 
quellen, die kein girkraftiges Plasma auszubilden gestatten, nicht 
die Schuld am Ausbleiben der Girung tragt. 

Diese kraftigere Pilzentwicklung gestattete es auch, die Pilz- 
ernte zu bestimmen; hierbei zeigte sich nun, dab eine Pilzart, 
welche in ihrer Giarfaihigkeit von der Stickstoffnahrung unbeein- 
fluBt gelassen wird, auch in ihrer Wachstumsenergie, mit einer 
fiir derartige Untersuchungen im allgemeinen beobachteten Uber- 
einstimmung, von der Art der Stickstoffquelle unabhingig ist. 
Die andern Pilze folgen dem von Czapek!) nach Versuchen mit 
Aspergillus niger aufgestellten Gesetz, das Aminosiuren fiir das 
Pilzwachstum die férderlichsten Stickstoffquellen sind. Auch von 
diesem Gesetz kommen daher Ausnahmen vor, da die oben er- 
wahnte Pilzart, die Allescheria Gayonii, auf anderen Stickstoff- 
quellen ganz so hohe Pilzernten wie auf Aminosiuren gibt. 

Nach der allgemeinen Kenntnis, die wir von der Beeinflussung 
derartiger biologischer Eigenschaften durch die Ernahrung haben, 
sind die besprochenen Tatsachen und Ausnahmen nicht be- 
fremdend. Nur eins muB als auffallend bezeichnet werden. Unter 
den zur Priifung herangezogenen Pilzarten Mucor razemosus, 
Rhizopus tonkinensis, Torula I, Allescheria Gayonii und Torula V 
gliedern sich die ersten drei der Hefe an, wihrend die zwei letzten 
Arten durch die Stickstoffnahrung nicht in der Garfahigkeit be- 
einfluBt werden. Auch Monilia candida, die bisher nur in Reagens- 
glasversuchen nach dem Augenschein gepriift wurde, scheint sich 
wie Hefe zu verhalten. 


1) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 588; 2, 557; 3, 47, 1902/03. 
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Die Allescheria ist durch morphologische Eigenschaften von 
Hefe unterschieden. Weiterhin kommen ihr physiologische Merk- 
male zu, die sie scharf von Hefe trennen. Hier ist die Fihigkeit, 
Nitrate als Stickstoffquellen auszunutzen'!) und auf Alkohol als 
Kohlenstoffquelle zu wachsen?), zu nennen. Von den andern 
Pilzen unterscheidet sie sich noch dadurch, da8 Alkohol von 
ihr auch im Moment der Sporenkeimung assimiliert wird*). 
Morphologisch ist die Trennung von den andern Schimmelpilzen 
eine weniger leicht zu charakterisierende; sie beruht nach der 
heutigen Kenntnis nur auf einer Einteilung, die die Art der 
Conidientrigerbildung zur Grundlage hat’). 

Torula V dagegen ist ein der Hefe sehr aihnlicher, von ihr 
nur durch den Mangel an Sporenbildungsvermégen unterschiedener 
Organismus, der sich iiberdies von Torula I nur durch geringe 
morphologische Merkmale wie die unter gewissen Kulturbedin- 
gungen auftretende Ausbildung von keulen-, wurst- und mycel- 
fadenférmigen Zellen im Gegensatz zu gedrungenen Zellformen 
bei I unterscheidet*). Dazu kommt noch, da bei V Schleim- 
bildung®) stattfindet, was bei I nicht der Fall ist. 

Es ist in hohem Grade auffallend, daB zwei Pilzarten, die 
sich in ihrem sonstigen Verhalten so nahe stehen wie Torula I 
und V, einen solchen Unterschied in bezug auf die Beeinflussung 
durch die Stickstoffnahrung erkennen lassen. Allerdings muBb 
hervorgehoben werden, dafs gerade bei Torulaarten Géarungs- 
und Wachstumsenergie im Vergleich zu den andern gepriiften 
Pilzen gering sind, und deshalb eine so scharfe Unterscheidung 
der zu priifenden Faktoren erschwert wird. Uber andere physio- 
logische Merkmale dieser Pilze sind wir bisher wenig informiert. 
Méglicherweise werden noch neue wesentliche Unterschiede 
zwischen ihnen zutage treten. 

Die Beobachtungen sind durch die folgenden experimentellen 
Daten begriindet, welche nach ihrer Angabe im Detail erwogen 
werden. 


1) Laborde, Annal. de Inst. Pasteur 11, 3, 1897. 

2) Laborde a. a. O. 8. 20. 

3) Nach Wehmer Lafar 4, 10. Kap., 192. 

4) H. Will, Centralbl. f. Bakt. (Abt. IT) 17, 7, 1907. 

5) Auch von Will angegeben Centralbl. f. Bakt. (Abt. II) 17, 76, 1907. 
g* 
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Experimenteller Teil. 

Die Heranzucht der Pilze geschah auf steriler 10 prozentiger 
Zuckerlésung, welche neben einem Zusatz von Salzen (0,75 g 
K,HPO,, 0,1 g MgSO,, Spuren von NaCl und FeSO, pro Liter) 
eine 0,08°% Stickstoff enthaltende Menge der Stickstoffquellen, 
einer Menge, die sich in den Versuchen mit Hefe als am geeig- 
netsten zur Auslésung einer schnellen Girung erwiesen hatte’), 
enthielt. Mucor razemosus, Torula*) I und V wurden auf Rohr- 
zucker, Rhizopus und Allescheria?), die Rohrzucker schlecht ver 
giren, auf Traubenzucker geziichtet. Geimpft wurde aus in 
kriftigem Entwicklungsstadium befindlichen Kulturen mit einer 
Ose Nahrfliissigkeit. Czapek*) hat fiir Aspergillus niger konsta- 
tiert, daB Impfung mit verschieden groBen Mengen von Conidien 
keinen EinfluB auf die Pilzernte hat. Die Kuituren wurden im 
Brutzimmer fiir das Wachstum optimaler Temperatur Rhizopus 
bei 36—38°, Allescheria bei 28°, Mucor und Torula bei 23° ge- 
halten. Durch Zusatz von Sodalésung war dafiir gesorgt worden, 
daB die Kulturfliissigkeit in allen Fillen neutrale Reaktion 
zeigte, damit die Wachstumsintensitit von der Beeinflussung 
durch den Saéuregrad unabhingig war. 

Fiir die Versuche wurden die in den Tabellen genannten 
Stickstoffquellen verwandt. Acht enthielten die Aminosiure- 
restgruppe, sieben den Stickstoff in anderer Bindung, und zwar 
als primares, sekundires und tertiires Amin, als ringstindigen 
Stickstoff im Pyridin und als Amidstickstoff im Acetamid. 


Alkoholbildung. 


Die Versuche wurden Ende Februar angestellt. Als dann 
eine Verarbeitung der Kulturen aus fiuBeren Griinden hinaus- 
geschoben werden muBte, wurde auf diejenigen Girkolben, welche 
starke sichtbare Giarung zeigten, Girverschliisse aufgesetzt. 
So gelang es, bei ihnen die Kohlensiurebildung gleichzeitig zu 
bestimmen und die gesamte Alkcholmenge bis zur Verarbeitung 


1) A. a. O. S. 187. 

2) Die Torulakulturen erhielt ich von Herrn Prof. H. Will, Miinchen, 
die von Allescheria von Herrn Prof. Mazé, Paris. Ich spreche diesen 
Herren auch hier meinen Dank aus. 

3) A. a. O. I, 539. 
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Ende Oktober, also fiir 8 Monate, zu erhalten. Deshalb sind in 
den Tabellen diese Alkoholzahlen durch gréBeren Druck hervor- 
vehoben. Bei den andern Kulturen diirfte in den Fillen intensiver 
Alkoholbildung ein Teil verdunstet sein. Da dies aber nur bis zu 
einem Grade der Fall war, der noch eine deutliche Alkoholbindung 
im Gegensatz zu den Kulturen, welche keinen gebildet hatten, 
nachzuweisen gestattete, so wurde tiber diesen Mangel der Ver- 
suchsanstellung hinweggesehen; dies schien aus mehreren Griin 
den berechtigt. Erstens trat Alkoholverlust nur in ein paar 
Fiillen bei Rhizopus und Mucor auf, fiir die in den mit Gir- 
verschluB versehenen Kulturen die von andern Autoren an 
yvegebene  Alkoholbildungszahl gefunden wurde!), zweitens 
waren die fiir die Untersuchung wichtigsten Pilzkulturen der 
Allescheria ausnahmslos mit GiirverschluB versehen worden, 
drittens wurde bei Torula I?) und V die Alkoholbildungszahl, 
welche Will fiir diese Arten angibt, gefunden, und viertens, 
und das ist der wichtigste Punkt, kam es fiir den der ganzen 
Priifung zugrunde liegenden Zweck hauptsiachlich auf die Be 
antwortung der Frage an, ob tiberhaupt Alkohol gebildet wurde 
oder nicht? 

Mit Allescheria konnte ich die von Laborde*®) angegebene Alkohol 
bildungsmenge von mehr als 8°,, auf Invertzucker in keinem Falle erreichen. 
Allerdings erwihnt dieser Autor, daB die Tendenz, die Girung zu unte! 
halten, bei Traubenzucker etwas geringer als bei Invertzucker ist*), Auch 
die Pilzernte blieb, wie sich im folgenden zeigen wird, weit hinter der von 
diesem Autor erzielten zuriick. Die geringeren Alkoholbefunde auf eine 
Verzehrung dieses durch den Pilz zuriickzufiihren, ist nicht angiangig. 
Einmal trat eine zu gute Ubereinstimmung zwischen Kohlensiure- und 
Alkoholbildung auf, und auBerdem war der Alkohol durch das noch reic! 
liche Vorhandensein von Zucker geschiitzt. 


Tabelle I enthalt die Alkoholbildungszahlen in Prozenten. 
Sie wurden genau bei 15° durch die West phalsche Wage er- 
mittelt. 


1) Vel. hierzu die in der nachstehenden Abhandlung gemachten 6 
merkungen. 

2) Will fand fiir Torula I ein Alkoholbildungsvermégen von 0,44 
in guter UChereinstimmung mit meinen Resultaten. 


3) A. a. O. S. 38. 


t+) A. a. O. S. 12. 
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Tabelle L. 


Alkoholbildungsvermigen verschiedener Pilze auf verschiedenen Stickstotfquellen. 


10°/, Zucker. Salze 

















bot: on Rhizo pus A llescheria Mucor Torula I Torula V. 
Stickstoffyuellen tonkinensis Gayonii razemosus 

0,08% n CO, Alkohol CO2 Alkohol CO, Alkohol  Alkohol Alkohol 

9 4% % % % % % °, 

Glykokoll . . .! 1,73 | 1,90 3,13 | 3,18 2,00 | 2,24 0,59 1.69 
Alanin 1.20 1,29 3.73 | 821 113 | 2,11 0,60 0.49 
Phenylalanin . (0.60)? ~~ verloren — |(1,36)?) 0,65 0.92 
Phenylglykokoll (0.57)? 1,4 2,01 — |(0,45)? 0,65 1,07 
Asparaginsiure . 1,54 | 155 3.47 3,48 (0,65)? 0,60 1.06 
Asparagin 1,93 | 1,92 | 3.40 | 3,51 | 1,40 29 0,53 0.49 
Tyrosin 1.33 73 | 3,60 (0,90)? verloren 1,66 
Harnsiure . 1,00 | 1,17 | 2,77 | 268 | 1,77 | 2,27 0.61 1,49 
Metanilsiure . _ 0.11 .8 | 8,48 0,10 0,11 0,86 
Sulfauilsiure . 0,10 3.5 3,38 0,10 O11 0,94 
Naphthionsiure Q.11 3.8 | 3,45 0,10 0,27 1.59 
Methylanilin 0.10 3.5 | 3,48 0.12 0,11 0.94 
Dimethylanilin 0.10 4.0 | 3,48 O14 0,13 1.15 
Acetamid 0.10 2.5 ' 3,40 0,22 0,55 1,56 
Pyridinchlorhydr. 0.11 3.6 8,61 ~ 0,22 0,17 1.31 


Die in Tabelle I zusammengestellten Resultate geben den 
experimentellen Beweis fiir das in der Einleitung Gesagte. Wab- 
rend Allescheria und Torula V in ihrer Garfaihigkeit von der 
Art der Stickstoffnahrung unabhingig waren, trat bei Rhizopus, 
Mucor und Torula I wieder der bei Hefe beobachtete EinfluB 
hervor. Die fiir diese drei Pilze mit Stickstoffquellen ohne die 
Aminosaurerestgruppe gefundenen Alkoholwerte liegen inner- 
halb der Versuchsfehler der Bestimmungsmethode. Nur Torula I 
gab mit Acetamid ebensoviel Alkohol wie auf Aminosauren. 
Auch fiir die Pilzernte bildete Acetamid, wie im folgenden gezeigt 
wird, eine Ausnahme, die sich durch die zu Verkettungen ge- 
eignete Struktur dieses K6rpers erkliren 1aBt. 


Eine AuBerung iiber die Differenzen der Alkoholbildung im einzelnen 
und iiber das Verhiltnis zwischen Kohlensiure- und Alkoholbildung liegt 
nicht innerhalb der an diese Untersuchungen gestellten Frage. Fiir diesen 
Zweck wire die Genauigkeit der Resultate auch kaum ausreichend. 
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Pilzernte. 

Das Gewicht der Pilzernte wurde durch Wagen auf ge- 
trockneten Filtern festgestellt. In Tabelle II sind die gewonnenen 
Resultate zusammengefaBt. 

Tabelle II. 


Pilzernte auf verschiedenen Stickstoffquellen in g pro 1. 








Art der Rhizopus Allescheria Mucor raze- Torula V 

Stickstotiquelle tonkinensis Gayonii mosus ea 
Glykokoll . ... 1,656 1,761 O,868 1,535 
eee ee O80] 4,930 1,415 2,586 
Phenylalanin. . ‘ 4.290 verloren 2,630 1,300 
Phenylglykokoll . 1.245 1,613 1,455 1,234 
Asparaginsiure . . 2.401 3,038 3,606 2,883 
Asparagin .... 2,993 6,321 1,378 2,410 
Tyrosin ce Ve 6,113 6.733 4.450 2,573 

Harnsdure. . .. 0,666 1,360 0,584 verloren 
Metanilsiure . . . 0,329 3,090 0,490 0,685 
Sulfanilsiiure . . . 0,245 2,790 0,222 0,628 
Naphthionsiure . . 0,399 2,404 0,363 0,735 
Methylanilin .. . 0,415 1,844 0,338 0,485 
Dimethylanilin . . 0.455 2 446 0,235 0.634 
Acetamid .... 1.187 5,175 0,359 1,247 
Pyridinchlorhydrat . U,595 1,372 0,295 0,399 


Torula I lieB sich wegen des geringen Zusammenhangs der 
Zellen nur schlecht filtrieren. Es wurde deshalb auf die Fest- 
stellung der Pilzernte in diesem Falle verzichtet. 

Wie schon vorher angedeutet, blieb Allescheria, die auch 
in ihrer Giarfahigkeit durch die Art der Stickstoffquelle unbeein- 
flubt gelassen wurde, auch in bezug auf die Pilzernte, d. h. 
ihre Wachstumsenergie, durch diesen Faktor unberihrt. 
Die Schwankungen auf verschiedenen Stickstoffquellen kénnen 
im einzelnen nicht erklirt werden. Sie treten ganz unabhangig 
von der An- oder Abwesenheit der Aminosiurerestgruppe auf. 

Im Gegensatz dazu gaben diejenigen Pilze, deren Girungs- 
vermégen an die Anwesenheit der genannten Gruppe gebunden 
ist und Torula V ohne diese im Molekiil der Stickstoffnahrung 
wesentlich geringere Werte fiir das Pilzgewicht. Nur Acetamid, 
das auch bei Allescheria auf erordentlich giinstig gewirkt hat, 
macht bei Rhizopus und Torula eine Ausnahme. In allen 
andern Fallen tibertrifft das Wachstum auf Amino- 
siuren das auf andern Stickstoffquellen bei Rhizopus, 
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Mucor und Torula V in den meisten Fallen sehr wesent- 
lich. VerhaltnismaBig gering ist es auf Harnsiure, aber immer 
noch héher als auf den die Aminosaureresigruppe nicht ent 
haltenden Stickstoffquellen. 

Im einzelnen ist zu bemerken, daB Pyridin, welches Czapek?!) zur 
Ernahrung fiir Aspergillus ungeeignet fand, von allen vier Pilzen ausgenutzt 
wurde. Auf Acetamid erzielte Czapek eine hohe Pilzernte, was er auf die 
Anwesenheit der zur Verkettung von Aminosiiuren geeigneten Gruppe im 
Molekiil de~ Stickstoffquelle zuriickfiihrt. In der Tat gaben hier auch 
Rhizopus, Allescheria und Torula V Werte der Pilzernte, die hinter denen 
auf Aminosiiuren nur wenig zuriickstehen. 

In keinem Falle wurden von mir Pilzernten erzielt, wie sie Czapek 
mit Aspergillus auf Aminosiuren erhalten hat, fiir die sich Ernten zwischen 
8 und 13 g per Liter Nihrfliissigkeit ergaben. Auch bei Allescheria stehen 
die Maximalwerte in meiner Untersuchung mit 6,7 g weit hinter den ge- 
nannten zuriick, was im Gegensatz zu den Resultaten von Laborde?), 
auch den auf Traubenzucker gewonnenen mit 2,9 g fiir 200 cem Nihrlésung 
oder 14,5 g per Liter hervorgehoben werden mu. Den Grund fiir diesen 
Ausfall vermag ich nicht anzugeben, er liegt jedenfalls nicht in einem 
Mangel an Stickstoffnahrung begriindet, da, wie im folgenden gezeigt wird, 
die volle Ausnutzung der gebotenen Stickstoffmenge nie erzielt wurde. 

Zum Vergleich mit den Pilzernten von Rhizopus, Mucor und Torula 
konnte ich keine Literaturangaben auffinden. 


Der Stickstoffgehalt der Pilzernte von Allescheria Gayonii 
auf verschiedenen Stickstoffquellen. 
Tabelle LI. 








Art Gewicht Stickstoffgehalt, Prozentgehalt 

a , de: Pilzernte der Vilzernte der Pilzernte 

der Stickstoffquelle , ie 

in ¢ in ¢ an Stickstofi 
Ay cr ee 0,528 0,0143 2,7 
(ee 0,739 0.0132 1,8 
Phenylglykokoll . . ... 0,242 0,0058 2,5 
Asparaginsiure ..... 0,226 0,0070 3,0 
So 6 ¢ é oma 0,484 0,0111 2,3 
ee 0,202 0,0058 2,9 
Se ee 0,408 0.0092 2,2 
Metanilsiure ...... 0,463 0,0092 2,0 
Sulfanilsiure ...... 0.418 0,0095 2,3 
Naphthionsiure ..... 0,361 0,0101 3,1 
Methylanilin ...... 0,277 0,0064 2,3 
Dimethylaniin. ..... 0,367 0,0066 1,8 
5 6 os sw 0,776 0,0132 1,7 
Pyridinchlorhydrat . .. . 0,206 0,0060 yA 


1) A. a. O. 3, 47. 
2) A. a. O. S. 23. Es ist hier allerdings aus den Angaben von Laborde 
nicht mit Sicherheit zu ersehen, wieviel Nahrlésung er angewendet hat 
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Die in Tabelle LI zusammengestellten Resultate zeigen 
keinen gesetzmiBigen EinfluB dieses Ernaihrungsfaktors auf den 
Stickstoffgehalt der Pilzernte, weshalb in den andern Fiillen von 
der Prifung abgesehen wurde. Er bewegte sich zwischen 1,8 
und 3,19, und lag somit weit niedriger als der von Czapek fiir 


Aspergillus ermittelte von LO—11%. 


Die Zusammenfassung der Resultate ergibt folgendes: 

1. Wie bei der Hefe, hangt die Fahigkeit, die alkoholische 
Girung hervorzurufen, bei manchen Pilzen, Rhizopus tonkinensis, 
Mucor razemosus und Torula I, von der Anwesenheit der Amino 
siiurerestgruppe im Molekiil der Stickstoffnahrung ab, wahrend 
andere, Allescheria Gayonii und Torula V, auch ohne diese Gruppe 
giren k6nnen. 

2. In Ubereinstimmung mit den von Czapek bei Aspergillus 
niger gewonnenen Resultaten wirken auch bei andern Pilzen, 
Rhizopus tonkinensis, Mucor razemosus und Torula V, solche 
Stickstoffquellen besonders giinstig auf das Wachstum. Eine 
Ausnahme machte Allescheria Gayonii, die auf andere Stickstoff 
nahrung ebensogut gedeiht. 

3. Der Stickstoffgehalt der Pilzernte von Allescheria ist 
vewissen Schwankungen unterworfen, die jedoch in keiner gesetz- 
miBigen Abhingigkeit von der Struktur der Stickstoffquelle z 


stehen scheinen. 








a 








Uber die Fuselilbildung durch versechiedene Pilze. 


Von 


Hans Pringsheim. 


(Mitteilung aus dem Landwirtschaftlich-Bakteriologischen Institut 
der Universitit Gdttingen.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1907.) 


Bei der alkoholischen Giarung durch verschiedene Pilze 
wurden die bei der Hefegirung entstehenden Nebenprodukte, 
wie Glycerin, Bernsteinséiure und fliichtige Fettsiuren, schon 
haufig nachgewiesen'). Soweit ich finden kann, ist jedoch Fuselél- 
bildung bei solchen Girungen bis jetzt nur einmal, und zwar 
durch mich®) fiir Mucor razemosus bewiesen worden, der auf 
Wiirze mehr Fuselél im Verhiltnis zur gleichzeitigen Alkohol- 
hildungsmenge produziert, als das Hefe tut. 

Es schien deshalb von Interesse, verschiedene Pilze auf 
die Fahigkeit, das Leucin in Amylalkohol umzuwandeln, zu prii- 
fen*), was nach der friiher von mir zu diesem Zweck benutzten 
Methode von E. Beckmann_*) in den in der folgenden Tabelle 
zusammengestellten Resultaten geschehen ist. 

Zu den Versuchen wurde Mucor razemosus (Amylomyces ; 
Boidin), besser Rhizopus tonkinensis genannt, Monilia candida 
(Bonorden) Hansen und eine Torula von Will, Torula V ge- 
nannt, gewahlt. Uber die Bildung von Nebenprodukten der 
alkoholischen Garung ist fiir diese Pilze folgendes bekannt: Fiir 


1) Vgl. dazu zahireiche Angaben in Lafar, Handb. d. techn. My- 


ikologie 4. 

2) Diese Zeitschr. 3, 277, 1907. 

3) F. Ehrlich, Zeitschr. d. Vereins deutsch. Riibenzuckerindustrie 55, 
539, 1905. 

4) Zeitschr. f. d. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 2, 709, 1899; 
4. 1899, 1901; 10, 143, 1905. 
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Mucor razemosus fand Fitz!) Bernsteinsiure und Aldehyd und 
Em merling?) Bernsteinsiure und Glycerin. Fiir Rhizopus 
tonkinensis, Monilia candida und Torula fand ich keine dahin- 
gehenden Angaben. Dagegen bemerkten Mach und Portele®) 
einen fruchtartigen Geruch des durch Monilia gebildeten Alkohols, 
der wohl auf der Bildung héherer Alkohole beruht haben mag. 

Zu den Versuchen wurden je 83 ccm einer 15% Trauben- 
zucker enthaltenden Giarfliissigkeit, die als Nihrsalze 0,75 g 
K,HPO,, 0,1 g MgSO,, Spuren von NaCl und FeSO, pro Liter 
enthielt, mit Reinkultur der Pilze beimpft und bei fiir die Garung 
optimaler Temperatur wihrend etwa 7!/, Monaten stehen ge- 
lassen. Die Lésungen enthielten 0,25 g reines racemisches Leucin; 
es wurden aus ihnen zur Alkohol- und Fuselélbestimmung 50 ccm 
abgedampft. Das Verhiltnis war also des Vergleichs wegen das- 
selbe wie das bei den von mir angestellten Versuchen mit Hefe, 
die auf 250 ccm Lésung 0,75 g Leucin enthielten und aus denen 
150 cem abgetrieben worden war. 


Tabelle I. 


Synthetisches Leucin. 15°/, Zucker, Salze. 





in Heem Destillat Fuselé] Alkohol 


Leucin in Stickstoft der ver- | der ver- | Fuseldl 
, 88 cem | in 83 cem Alkohol | gorenen — gorenen des 
Roh on Flee Liésung Lisung  Fuseldl des Flissig- Flissig- | Alkohols 
Destillats keit keit 
g " g g % % Oy 





abgewogen berechnet bestimmt bestimmt berechnet berechnet | berechnet 


S | 
Mucor razemo- | 95 = 00268 ~—-0.0307s 4.11. «| 0,0368 2.47 1,49 
sus 
Rn 
Amylomyces ~ 
Mucor y (Boi- 2 
en S 0.25 | 00268 0,0294 294 0.0353 1,76 | 2,00 
Rhizopus ton- = | 
kinensis at 
Monilia candida = 
(Bonorden) Han- | ~ 0.25 0.0268 O.O1L69 6.34 0.0198 3.80 0.52 
sen’) = 
Torula V 2 0.25 0.0268 0.0188 3.00 0.0226 1.80 1.97 
5 





Krals Katalogue Marz 1904, S. 32. 


1) Ber. d. 


D utsech. chem. Ges. 9, 1352, 1876. 


2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 30, 454, 1897. 
3) Landwirtschaft]. Versuchsstation 41, 233, 1s2. 
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Allen vier gepriiften Pilzarten kam die Fahigkeit, : 
Leucin in Amylalkohol umzuwandeln, zu. Je geringer 
die Menge des produzierten Alkohols, desto reicher 
war eran Fuselél. Im Vergleich zu dem durch Logos-Hefe') 
bei derselben Zucker- und Leucinkonzentration gebildeten Fuselél- 
gehalt von 1,259, enthielt der durch Rhizopus und Mucor pro- 
duzierte Alkohol mehr, namlich 2 bzw. 1,499, der aus der 
Moniliagaérung stammende mit 0.529% wesentlich weniger, wahrend 
der von Torula dem Hefe aihnlichsten Organismus erzeugte mit 


1.27°,, dem durch Hefe entstandenen fast genau glich. 


Tabelle II. 


Verhialtnis des in Amylalkohol iibergefiihiten Leucins zum Leucingehalt 


der Lisung. (Berechnet aus Tabelle I.) 





- 2 lalk sit 

te Leucin in In Amylalkohol ver-'0/) der theoretisch 
Art des Pilzes  83cemLiésung! wandeltes Leucin 
s . méglichen Menge 


Mucor razemosus 0.0457 18,2 
Rhizopus tonkinensis 0.0438 17.5 
Monilia candida Q,29 0.0246 98 
lorula V. 0.0978 10.1 
Logos Hefe') 0.0976 0 





1) Nach Tabelle IIT, S. 242. 


Dagegen wurde durch alle vier Pilzarten, wie Tabelle I 
zeigt, ein geringerer Prozentsatz von Leucin in Amylalkohol 
iibergefiihrt, als das durch wachsende Hefe geschehen war. In 
dieser Fahigkeit stehen Monilia und Torula weit hinter Mucor 
und Rhizopus zuriick. Die Méglichkeit, durch solche Pilzarten 
eine bessere Ausnutzung des Leucins zwecks Fuselélbildung fiir 
praktische Zwecke zu erzielen, scheint deshalb nicht vorhanden 
zu sein. 

Zum SchluB sei erwahnt, daB die Alkoholbildung auf Trauben- 
zucker mit Leucin als Stickstoffquelle fiir Mucor und Rhizopus 
gute Ubereinstimmung mit den Angaben friiherer Resultate auf 
andern Nihrmedien ergaben. Wehmer?) fand fiir Mucor raze- 
mosus auf Wiirze unter GirungsverschluB 2,16, bei Luftzutritt 


1) Tabelle I, S. 238. 
2) Centralbl. f. Bakt. (Abt. I1) 14, 67, 1905. 
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2.51%, Alkoholbildung. Ich selbst auf Wiirze') 2,14 und 1,98°, 

Li und jetzt auf Leucintraubenzuckerlésung 2,479. Sitnikoff 
und Rom me!]?) erhielten mit Rhizopus tonkinensis 1,5°(, Alkohol, 
ich 1,76%. 

Torula V ergab in Ubereinstimmung mit den Resultaten der 
vorstehenden Arbeit mit 1,8%, eine hdhere als die von Will*) 
zu 0,92%, angegebene Alkoholausbeute. Nur mit Monilia candida 
konnte ich die von A. Bau‘) auf Traubenmost erzielte Alkohol 


menge von 4,8% nicht erreichen. Ich gewann nur 3,8%. 


1) A.’a. O. 277. 

2) Zeitschr. f. Spiritusindustrie 23, 391, 1900. 
3) Centralbl. f. Bakt. (Abt. IT) 17, 694, 1907. 
4) Wochenschr. f. Brauerei 9, 1185, 1892. 
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Weitere Untersuchungen tber die Wirkung der Blau- 
siure auf den Eiweifzerfall. 
Von 
A. Loewy (Berlin) und Ch. G. L. Wolf (New York) 
in Verbindung mit 


E. Osterberg (New York). 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule zu Berlin und dem Departement of chemistry, Cornell Univers. 
med. college New York City.) 


(EKingegangen am 20, Dezember 1907.) 


In einer Mitteilung: ,.Uber Stérungen des EiweiBabbaues 
durch Blausiure hatte der eine von uns!) angegeben, daB die 
Blausiiurevergiftung nicht nur zu einer Steigerung des Eiweib- 
zerfalles zu fiihren vermag, sondern auch auf die Art des Eiweib- 
zerfalles Einflu8 hat, derart, das intermediaire Eiweifspalt- 
produkte im Harn auftreten. Er stiitzte sich hierfiir auf die 
Tatsache, daB die Menge der nach dem Neuberg - Manasse- 
schen Naphtyleyanatverfahren?) ausgefillten Verbindungen ge- 
steigert war. Die Zunahme dieser Verbindungen mute auch ur- 
siichlichen Anteil haben an der nach der Blausiurevergiftung 
eintretenden Erhéhung des sog. calorischen Harnquotienten. 

Diese Ergebnisse bei Tieren, deren Zellen unfaihig gemacht 
waren den ihnen mit dem Blutstrom zuflieBenden Sauerstoff 
zu verwerten, waren ganz analog denen, die gewonnen waren an 
Tieren und Menschen, welchen die Sauerstoffzufuhr zu den Zellen 
abnorm beschriinkt worden war, sei es durch Atmung tibermibig 
sauerstoffarmer oder verdiinnter Luft oder durch Kohlenoxyd- 


vergiftung. 


1) A. Loewy, diese Zeitschr. 3, 439, 1907. 
2) C. Neuberg und A. Manasse. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 


2359, 1905. 
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Immerhin waren die Untersuchungen Loew ys nicht so weit 
durchgefiihrt, um sagen zu kénnen, dal} der Kiweifbzerfall in allen 
Kinzelheiten bei Blausaiurevergiftung und bei Sauerstoffmangel 
in gleicher Weise gestért sei, und so beschlossen wir, zuniichst 
bei der Blausiurevergiftung!), wesentlich unter Benutzung der 
neuerdings von Folin angegebenen Methoden und ganz ana- 
log dem Vorgehen, dessen sich z. B. Osterberg und Wolf?) 
bei ihren Untersuchungen iiber den LKiweibstoffwechsel des 
Hundes bei minimaler Eiweifzufuhr bedient haben, die Natur 
und Menge der wesentlichsten fiir die vorliegende Frage in Be- 
tracht kommenden § stickstoffhaltigen Bestandteile des Harns 
und zugleich die Art der Schwefelausscheidung genauer festzu- 
stellen. 

Es hat sich dabei ergeben, um dies wesentlichste Ergebnis 
vorweg zu nehmen, dali die Stickstoffausscheidung im Harn in 
elgenartiger und eigentlich unerwarteter Weise gegen die Norm 
veriindert ist, und da trotz der groben Ubereinstimmungen 
mit den Symptomen des Sauerstoffmangels doch auch auffallende 
Unterschiede in dem Verhalten der stickstoffhaltigen Harnbestand- 
teile zwischen Blausiiurevergiftung und Sauerstoffmangel zu be 
stehen scheinen. 

Wir haben drei Versuchsreihen an Hunden ausgefiihrt, die 
eine mit leichter Vergiftung (vgl. Versuch I), die zweite mit 
mittelschwerer (vgl. Versuch II) und die dritte mit sechwerer, 
3 Tage nach dem letzten Vergiftungstage zum Tode fiihrender 
(vgl. Versuch III). Die Vergiftung wurde durch mehrmals tiglich 
wiederholte Einspritzungen frisch bereiteter Cyankalilésungen 
hewirkt. 

Wahrend aller Versuche hungerten die Tiere. Jeder Versuch 
vliederte sich in drei Perioden: eine erste dreitigige Normal 
periode, eine zweite wiederum dreitigige Vergiftungsperiode und 
eine zwei- bis dreitigige Nachperiode. Die Tiere befanden sich 


1) Wiahrend der Ausfiihrung unserer Untersuchungen erschien eine 
den gleichen Gegenstand betreffende Mitteilung von Wallace und Ri- 
chards in den Proc. of soc. of experim. Biol. and Med., N. Y. Ihre Ergeb- 
nisse stimmen mit den von uns gewonnenen iiberein. Ausfiihrlich werden 
die Versuche von Wallace und Richards in dem Journ. of biol. chemistry 


veréffentlicht werden. 
2) Osterberg und Wolf, diese Zeitschr. 5, 304. 1907. 
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in einem Stoffwechselkifig; sowohl beziiglich der Kafige wie der 
durch Katheter erfolgenden Harnentnahme wurden alle diejenigen 
Kautelen beobachtet, die Osterberg und Wolf in ihrer erwahnten 
Arbeit angegeben haben. 

Bestimmt wurde neben dem Gesamtstickstoff der Harnstoff, 
das Ammoniak, das Kreatinin, das Kreatin, durch Rechnung 
ergab sich dann der sog. Reststickstoff. Ferner wurde der Gesamt- 
schwefel, der saure an Alkali gebundene Schwefel, die Menge der 
Atherschwefelsiuren ermittelt. Dadurch lieB sich der sog. neutrale 
Schwefel berechnen. Nebenbei wurde auch die Menge des aus 
geschiedenen Phosphors und Chlors festgestellt. Zur Bestimmung 
der Harnpurine reichten die dann noch zur Verfiigung stehenden 
Harnmengen nicht mehr aus. 

Was die Methodik anlangt, so geschah die Stickstoffbestim 
mung nach Kjeldahl, Harnstoff und Ammoniak nach Folin, 
ebenso Kreatin und Kreatinnin. Die Phosphormenge wurde 
durch Urantitrierung ermittelt, das Chlor nach Volhardt fest 
gestellt. Alle Bestimmungen der einzelnen Stickstofffraktionen 
sind doppelt ausgefiihrt worden. 

Die zahlenmiBigen Ergebnisse finden sich auf den am Schlusse 
befindlichen drei Haupttabellen. 

Diese zeigen, daB in allen drei Versuchen eine Steigerung 
des EiweiBumsatzes zustande gekommen ist. Sie ist stirker 
als in Loewys Versuchen, vielleicht weil die Tiere sich bei 
Beginn der Versuche in besserem Ernihrungszustande befunden 
haben. Bei der leichten Vergiftung steigt die tiagliche Harn 
stickstoffmenge von im Mittel 2,41 g auf 2,61 g, bei der mitt- 
leren von 2,11 g auf 3,68 g, bei der schweren von 3.9 g auf 
6,12 g. 

Ebenso ist die Menge des Harnstoffs gesteigert. Auffilliger- 
weise bleibt aber die Steigerung selbst bei der schweren tédlichen 
Vergiftung nicht deutlich hinter der des Gesamtstickstoffs zuriick, 
so daB das Verhaltnis von Harnstoff : Gesamtstickstoff 
kein Sinken zeigt. Am iibersichtlichsten werden die Ergebnisse, 
wenn wir die 3 Tage der Vor- und Hauptperioden mitteln. 
Die so berechneten Werte enthalt Stab 2 der folgenden Text- 
tabelle, in die zugleich auch die Mittelwerte aller weiteren wesent- 
lichen, von uns bestimmten, Harnbestandteile aufgenommen 


sind. 
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Verteilung des Stickstoffes in Prozenten des Gesamt- 











stickstoffes. 
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Die Tabelle ergibt weiter, daB der Am moniakstickstoff 
(Stab 3) bei der leichten Vergiftung nicht deutlich geindert ist, 
dagegen bei der mittelschweren miaBig, bei der schweren erheblich 
abnimmt. Deutlicher als auf der vorstehenden Tabelle treten 
diese Ergebnisse auf den Haupttabellen II und IIT zutage. 

Aus dem Gange des Harnstoffs und Ammoniaks ergibt sich, 
daB ihre Sum me (Stab 4), der Amidstickstoff des Harns, bei der 
leichten und mittelschweren Vergiftung annaihernd ungeandert 
bleibt, bei der schweren dagegen abnimmt. 

Deutliche Anderungen zeigt das Harnkreatinin (Stab 5). 
Seine Menge nimmt ab; dagegen tritt nun Kreatin (Stab 6) 
im Harne auf, das vor der Vergiftung nicht zu finden war. Die 
Summe von Kreatinin und Kreatin ist bei der tédlichen Vergiftung 
etwas geringer als die Menge des Kreatinins allein vor der Ver- 
giftung. In den beiden anderen Versuchen ist sie annihernd 
gleich dieser. 

Der Reststickstoff (Stab 8), der nach Abzug der bisher 
besprochenen Komponenten von: Gesamtharnstickstoff tbrig 
yleibt, ist nur in dem Versuch mit stiarkster Vergiftung geindert, 
und zwar gesteigert, und diese Steigerung setzt sich an den 


beiden letzten Lebenstagen, an denen keine weiteren Cyankali- 


einspritzungen vorgenommen wurden, in erhéhtem Mabe fort, 
denn (vgl. Haupttabelle III) die Reststickstoffmenge betriigt 
hier 10 bzw. 11,39, der Menge des Gesamtstickstoffes. 
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Die Reststickstofffraktion enthalt unter anderem auch die 
Aminosiuren; ob gerade diese eine Vermehrung erfahren haben, 
laBt sich auf Grund der angewandten Versuchsmethodik nicht 
sagen. Jedenfalls kann ihre Steigerung nicht erheblich sein. 
DaB der Reststickstoff nur bei schwerer Vergiftung vermelrt 
gefunden wurde, und besonders ausgepragt nur in den letzten 
Lebenstagen, entspricht dem, was auch bei anderen Vergiftungen, 
so bei der Phosphorvergiftung, festgestellt wurde. 

Weit intensivere Wirkungen als auf die verschiedenen Harn- 
stickstofffraktionen hat die Cyankalivergiftung auf die ver- 
schiedenen Formen des im Harn erscheinenden Schwefels geiibt 
(Stab 9 und 10 der Texttabelle). 

Der Sulfatschwefel ist im Verhaltnis zum Gesamtschw efel 
vermindert, um so mehr, je intensiver die Vergiftung ist: 
dementsprechend nimmt der sog. Neutralschwefel mehr und 
mehr zu, so daB er bei der schwersten Vergiftung anstatt eines 
Viertels mehr als die Hialfte des Gesamtschwefels ausmacht. 
Im Vergleich mit dem Gesamtstickstoff hat der Gesamtschwefel 
eine leichte Abnahme erfahren. 

Der Gesamtphosphor des Harns steigt bei der Ver- 
giftung stets an, der Umfang der Zunalime zeigt keine ganz 
konstanten Beziehungen zur Ausscheidung des Gesamtstickstoffs. 
[Im allgemeinen ist jedoch ein Zuriickbleiben der Phosphor- 


ausscheidung hinter der Stickstoffausscheidung zu erkennen. 


So klar und gleichsinnig die Versuchsergebnisse sind, so 
schwer erscheint ihre theoretische Deutung. Zuniichst ist zu be- 
achten, daB die Versuchstiere hungerten, und da sie nach der 
Vergiftung an Krampfen litten, die jedoch bei Blausiire nicht 
sehr intensiv und anhaltend sind. Die Frage ist, wieweit diese 
heiden Momente auf unsere Ergebnisse Einflu8B haben kénnen. 

Was zunichst den Hunger betrifft, so kann er das Wesent- 
liche unserer Ergebnisse nicht erkliren. Man koénnte darum 
denken, daB das Auftreten von Kreatin durch den lingeren 
Hungerzustand bewirkt wurde, wie dies von Baldi'), Benedict 
und Myers?) und von Cathcart#*) beobachtet ist. Aber einer- 


1) Baldi, angegeben bei Luciani, Das Hungern. Deutsch. Ham- 
burg 1890. 

2) Benedict and Meyers, Amer. journ. of physiol. 18, 1907. 

3) Cathcart, diese Zeitschr. 6, 109, 1907. 
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seits ist seine Menge dafiir zu grob, andererseits nimmt nach dem 
Abklingen der Vergiftung trotz fortdauernden Hungers seine Menge 
wieder ab. Auch der Neutralschwefel nimmt im Hunger zu, 
wie zuerst wohl Friedr. Miiller') fand. Aber fiir ihn gilt das 
gleiche: Seine Zunahme ist in unseren Versuchen zu erheblich, 
und sie geht mit der Wiederherstellung der Tiere (Versuch I und IT) 
zur Norm zuriick. 

Kinige Erscheinungen kénnten durch die Kriampfe bewirkt 
sein. Zum Teil schon die Zunahme der Stickstoffausscheidung. 
Aber in anderen Punkten weichen unsere Ergebnisse von dem ab, 
was man als Folge der Kriimpfe erwarten kénnte. Denn im 
Tetanus, bei epileptiformen Krampfen nach Strychninvergiftung, 
war das Auftreten pathologischer Sa ure bild ung charakteristisch. 
Man fand Milchsiiure im Harn, das carbaminsaure Ammoniak und 
das Ammoniak des Blutes scheint vermehrt zu sein. Bei stark 
ermiidender Muskelarbeit bei myasthenischer Paralyse, die in 
ihrem Effekte wohl mit krampfartigen Zustinden in Parallele 
vesetzt werden kann, war die relative Ammoniakmenge im Harn 
vermehrt, die relative Harnstoffmenge vermindert’). 

In unseren Versuchen war das Gegenteil zu beobachten: 
Die relative Ammoniakmenge nahm ab, die Harnstoffbildung 
war nicht geiindert. Die Menge des Kreatinins, die nach schwerer 
Muskelarbeit zunimmt (vgl. u. a. Gregor’)), war vermindert, 
auch die Summe von Kreatinin und Kreatin war nicht erhdht. 

Wenn demnach weder der Hungerzustand noch die Krampfe, 
die mit der Vergiftung einhergehen, den Ablauf des Ejiweib- 
stoffwechsels in unseren Versuchen erkliiren kénnen, so miissen 
die Anderungen gegen die Norm auf die Blausiurewirkung als 
solche bezogen werden. 

Eine genauere Analyse der gewonnenen Zahlenwerte libt 
erkennen, daf das Verhalten der Stickstoff- und Schwefelaus 


scheidung Analogieen hat in einigen seit lange schon gekannten 


1) Friedr. Miiller, Virchows Archiv 131, Supplem. 1893; vgl. auch: 
Harnack und Kleine, Zeitschr. f. Biol. $37, 1899 und E. und O. Freund, 
Wiener klin. Rundschau. 1901. 

2) Kauffmann, Monatsschr. f. Psychiatr. u. Neurol. 1906. 

3) Gregor, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 1901 (weitere Literatur 
bei Magnus-Levy in v. Noordens Handb. d. Pathol. d. Stoffw., Berlin 
1906, 397). 


10* 
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Krankheitsbildern. Aber es scheint fraglich, ob es in allen 
Punkten mit einem bekannten pathologischen Zustande tiberein- 
stimmt. Der Vergleich ist allerdings miBlich, da bis jetzt in keinem 
Falle von Vergiftung und auch nicht beim Sauerstoffmangel, der 
gleichfalls hier in Betracht kommt, die verschiedenen Stickstoff- + 
und Schwefelfraktionen des Harns so genau wie bei Blausiure- 
vergiftung untersucht worden sind!). Am ehesten wire noch die 
subakute Phosphorvergiftung heranzuziehen. Auch bei ihr ist 
der EiweiBumsatz gesteigert, die relativen Mengen von Harnstoff + 
Ammoniak sind nicht vermindert. Der Reststickstoff deutlich 
erst vor dem Tode vermehrt, die Menge des Neutralschwefels 
erhoht. Aber der relative Ammoniakgehalt iiberschritt in 
den am genauesten untersuchten Fallen?) zum Teil erheblich die 
Norm und dementsprechend war die relative Harnstoffmenge 
vermindert. Das ist das Gegenteil von dem, was wir fanden. 

Ganz ahnlich wie beim Phosphor waren die Stérungen des 
EiweiBabbaus, soweit sie einer Untersuchung unterzogen wurden, 
bei einigen sogenannten Blutgiften: bei Vergiftung mit Chloraten, 
Nitriten, Pyrogallol, Arsen, Antimon, Eisen, Jod und jodsauren 
Salzen, Anilin und verschiedenen Derivaten desselben u. a. 
Auch hier Steigerung des Eiweibzerfalls und wohl auch pathio- 
logischer Abbau desselben, wenigstens wurde die Menge des Neu- 
tralschwefels vermehrt gefunden. 

Endlich sind bekanntlich analoge Folgen auch bei all den 
Affektionen der Atmungsorgane, des Blutes, der Blutcirculation, 
die zu mangelhafter Sauerstoffzufuhr gefiihrt haben, gefunden 
worden. Die reichlich hiertiber vorliegende Literatur findet sich 
in den verschiedenen Abschnitten des v. Noordenschen Hand- 
buchs der Pathologie des Stoffwechsels gesammelt. Die Ergebnisse 
erscheinen nicht eindeutig, weil vielfach Untersuchungen mit zur 
Beurteilung der Wirkungen des Sauerstoffmangels herangezogen 
sind, in denen es sich zwar um eine verminderte Sauerstoff- 
zufuhr, aber noch nicht um Mangel an Sauerstoff handelte. 


‘) Bei Pneumonieen fand Wolf vor Eintritt der Krise (vorliufige Mit- 
teilung im Journ. of biol. chemistry, Juli 1907) reichlich Kreatinin im 
Harn, die Menge des Kreatins und Neutralschwefels absolut und relativ 
gesteigert. Nach der Krisis kehrten die Werte zur Norm zuriick. 

*) G. Badt, Inaug.-Diss., Berlin 1891, FE. Miinzer, Deutsches Arch. f. 
klin. Med. 52, 1894. 
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Wo letzterer wirklich vorhanden war, finden sich wiederum 
Steigerung des Stickstoffumsatzes, geringe Vermehrung der 
relativen Ammoniakmenge, Steigerung des Reststickstoffes, Steige- 
rung des Neutralschwefels. 

Bemerkt sei schlieBlich, dal} sowohl bei Zustiinden von 
Sauerstoffmangel, wie bei Vergiftungen mit Phosphor und mit 
in die Gruppe der oben genannten Blutgifte gehérigen Giften, wie 
auch bei Blausiiurevergiftung Milchsiure in Blut oder Harn nach- 
cewiesen wurde. 

Bei dieser Ubereinstimmung in wesentlichen Erscheinungen 
ist man dazu gekommen, als Grundlage und Ursache der Schiidi- 
gungen des Stoffwechsels unter den vorstehend genannten Be- 
dingungen, Storungen in den Oxydationsprozessen zu sehen, die bei 
mangelhafter Sauerstoffzufuhr durch eben diese bedingt waren, 
wihrend man bei den in Frage kommenden Vergiftungen eine ge- 
schwichte Oxydationsenergie der Zelle, eine verminderte Fahigkeit, 
den gebotenen Sauerstoff zu verwerten. annahm. Bewiesen ist 
die Minderung einer Oxydationsenergie eigentlich nur fiir die Biau- 
siiure durch die Untersuchungen Gepperts.  Fiir die tibrigen 
Gifte wird sie nur aus der Summe der Vergiftungssymptome, 
speziell auch aus dem Verhalten der stickstoff- und schwefel 
haltigen Bestandteile des Harns gefolgert, die ahnlich dem bei 
Sauerstoffmangel sind. 

Nun zeigt sich aber in unseren Ergebnissen, daB gerade bei 
der Blausiure die Symptome einer verminderten Oxydations- 
energie der Zellen nicht mit denen des Sauerstoffmangels aus 
diuBeren Ursachen in allen Stiicken tibereinstimmen. Als typisch 
fiir letzteren wird eine abnorme Siurebildung betrachtet, die sich, 
unter Sinken der relativen Harnstoffwerte, in einer mehr oder 
weniger erheblichen Steigerung der relativen Ammoniakwerte aus- 
sprechen soll. Gerade diese fehlt in unseren Versuchen voll- 
kommen, ja die Ammoniakmenge ist vermindert. Ferner soll ein 
Parallelismus bestehen zwischen der Zunahme des Neutralschwetels 
und der Harnstoffverminderung. Wir fanden dagegen eine auf- 
fallende Divergenz: Trotz betrachtlichen Steigens des Neutral 
schwv efels eine Konstanz der prozentischen Harnstoffausscheidung'). 


1) Ein ahnliches Verhalten des Eiwei®stoffwechsels konstatierten 
Osterberg und Wolf bei linger fortgesetzter eiweiBarmer Nahrung 
(vgl. diese Zeitschr. 5, 305, 1907). 
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Beide bis jetzt als Kriterium des Sauerstoffmangels ange- 
sehenen Symptome kénnen also nicht als Kennzeichen ver- 
minderter Oxydationsenergie gelten. 

Bei der Phosphorvergiftung verhilt sich das Harnammoniak 
wie bei mangelhafter Sauerstoffzufuhr: es ist gesteigert. Dadurch 
wiirde sie sich von der Blausiurevergiftung unterscheiden und man 
wiirde schlieBen miissen, daf es sich um eine besondere Art von 
Protoplasmavergiftung handelt, die jedenfalls keine reine Be- 
eintriichtigung der Oxydationsenergie der Zellen darstellt. Jedoch 
muB eine sichere Entscheidung der Frage noch offen bleiben, bis 
genauere Untersuchungen des Phosphorharns nach dem von uns 
benutzten Schema vorliegen. 

Es scheint nach unseren Resultaten, als ob der gegenwartige 
Standpunkt, nach dem unter den atiologischen Begriff des ,,Sauer 
stoffmangels‘‘ die Zustiinde sowohl behinderter Sauerstoffzufuhr 
zu den Zellen, wie auch verminderter Oxydationsenergie derselben 
zusammengefaBt werden, nicht mehr geniigt. Sauerstoffmangel in 
diesem Sinne diirfte ein Sammelbegriff fiir verschiedene patho- 
logische Vorgiinge sein. Wir méchten allerdings betonen, dal 
uns die Ergebnisse in bezug auf den Effekt der gestérten Sauerstoff- 
zufuhr auf den Stoffwechsel noch nicht geniigend vertieft er- 
scheinen, um den vorstehenden Schlu8B mit voller Sicherheit zu 
ziehen. Es kénnte sein, da} der Effekt der mangelhaften Sauer 
stoffzufuhr bei eingehenderer Analyse der stickstoff- und schwefel- 
haltigen Bestandteile des Harns sich doch dem bei Blausaure- 
vergiftung ahnlicher darstellte, als es bis jetzt den Anschein 
hat. Sollte das aber der Fall sein, so wiirde zwar nicht der 
Begriff des Sauerstoffmangels als atiologischen Momentes, 
wohl aber die Auffassung von den Wirkungen des Sauerstoff- 
mangels sich erheblich aindern miissen, seine Symptomatologie 
miiBte dann ganz anders dargestellt werden, als das heute der 
Fall ist. 

Unsere Versuche zeigen weiter, daB eine Storung des Eiweil3- 
umsatzes unter Umstiinden, ob stets, wire noch zu entscheiden, 
weit besser aus Stérungen der Schwefel- als der Stickstoffaus- 
scheidung erkannt werden kann. Schon bei der leichten Ver- 
giftung steigt der Neutralschwefel unverkennbar an, um bei der 
schweren mehr als der Sulfatschwefel auszumachen. Demgegen- 


iiber haben wir eine Zunahme des Reststickstoffs erst bei der 
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schweren Vergiftung, und auch da nicht sehr erheblich, nach 
weisen kénnen. 

Das eigentiimliche Verhalten des Harnstoffs, der im Ver- 
haltnis zum Gesamtstickstoff sich gar nicht anderte, spricht nicht 
fiir die Anschauung, dafi oxydative Vorgiinge bei seiner Bildung 
wesentlich beteiligt sind. Vielmehr scheint es eine Stiitze fiir die 
Folinsche Anschauung!) abzugeben, dab hauptsichlich hydro- 
lytische Prozesse an der Bildung des leicht abspaltbaren Stick- 
stoff¥des Harns teilhaben. 

Der Befund der Abnahme des Kreatinins und des Auftretens 
von Kreatin im Harn entzieht sich vorlaufig einer sicheren Deu- 
tung. Auch laBt sich nicht sagen, wieweit er fiir die Blausiure 
vergiftung charakteristisch ist. Die Untersuchungen hieriiber 
sind zu liickenhaft, und erst ausgedehntere Feststellungen, wie- 
weit das gleiche Verhalten auch anderen pathologischen Zustinden 


zukommt, werden eine Klérung bringen k6nnen. 


1) O. Folin, Amer. journ. of physiol. 13, 1904. 


Die zu dieser Mitteilung gehérigen 3 Tabellen befinden 
sich auf Seite 142 — 144. 
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samtschwett 
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serwele 
Alkalisulfat 
schwetel : Gesamt 
schwefel 
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schwefe 
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Schwefei: Gesamt 


schwete] 


Gresaltschwetel! 
Gesamtschwef Git 
samtstickstoff 
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Reststickstoff: Ge 


samtstickst 


Kreatiustick 

Kreatinstickstoff 

Gesamtstickst 
Kr 
Kreatininstickstoff 
: Gesamtstickstoff 


tininstickstof 


Harnstoffstickstoff 
Harnstoffstickstof 
Gesamtstickstot 
Aininmioni 
Ammoniakstickst« 


> Gesamtstickst 


ikstickstoff 


Gesamtharnsto 
(Amid-)Stickst 
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samtstickst 


Gesamtsticksto 
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Spezif. Gewicht 10 


Verhalten des Tieres 


bemperatur 


Datum 
horpergewicht 





= é x ~ 
A = = pale 
! — ne 
~ 
= 

















—_ 
2=s = 
“oe -S =3 




















ry ‘ 
=< sig 
f 
N oi =j mal 
7A Z. Z 
snc —= 
~t. t~ _ 
i | yi 


640 ; 














Z 





yew 





























I 


} 


Kiweibzertall 








~ 














= 














4) 




















& 








D4s0 








er 


14. 10. 


Hun 














7 


a 
‘ 











16Y 


09 


oi 




















Cc. 


eee 


ergiftun 


Tédliche V 





abelle ITI. 


T 











144 A. Loewy. C.t 


Chior 


Phosphor 
Phos} hor : Gesamt- 
stickstoff 

Neutralschwele! 

Neutralschwefel 

: Gesamtschwefel 

Schwefel der Ather 
sch wefelsduren 
Schwefel der Athe: 
schwefelsduren 

: Gesamtschwefe 
Alkalisulfat 

schwefe! 
Alkalisulfat 
SC hwefe! 

: Gesamtschwefel 

Gesamtsulfat 
schwefel 

Gesamtsulfat 
schwefe! 

: Gesamtschwefel 

Gesamtschwefe! 

Gesamtschwefe! 

: Gesamtstickstoff 
Reststickstag 
Reststickstoft 

: Gesaintstickstoft 

Kreatinstickstoff 

Kreatinstickstoff 

: Gesamtstickstof 

Kreatiniustickstoff 

Kreatininstickstoff 

: Gesamtstickstoff 

Harnstoffstickstoff 

Harnstoffstickstoff 
Gesamtstickstoff 

Ammoniakstickstoff 

Anmmoniakstickstoff 

Gesamtstickstoff 

Giesamtharnstoff 

(Amid-)stickstoff 

Amidstickstoff : Ge- 
samtstickstoff 


Gesamtstickstoff 
Indican 
Reaktion 
Eiweib 
Harnmenge in ccm 


Spezif. Gewicht 10 


Verhalten des Tiere 


lemperatur 


Datum 
Kérpercewich 





iL. Wolf. E. Osterberg: Wirk. d. Blausiure a.d. EiweiBzerfall. 
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Zur Biochemie der Kolloide. 


Von 


Johann Feigl und Adolf Rollett. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitit Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Dezember 1907.) 


Die Versuche des einen von uns ergaben, da Lésungen von 
kolloidalem Eisenhydroxyd (Ferrum hydricum dialysatum) eine 
schwache Steigerung der Magensaftsekretion bewirken, wahrend 
Ferrichlorid ein stark sekretionshemmendes Mittel ist (1). 

Im AnschluB an dieses zuniichst iiberraschende Ergebnis wat 
es von Interesse, tiberhaupt die Wirkung von _ verschiedenen 
Kolloidlésungen zu untersuchen. 

Von praktischem Interesse ist diese Frage auch aus dem 
Grunde, weil ja die anorganischen Kolloide sich neuerdings eine 
wichtige Stellung in der Therapie erobert haben: insbesondere 
kommt das Silberkolloid in Betracht, aber auch Quecksilber, 
Schwefel und Wismuthydroxyd sind in kolloidaler Form vor- 
geschlagen worden. 

Die Darstellung der kolloidalen Metalle und Verbindungen 
geschieht nach verschiedenen Methoden, auf die wir wenigstens 
kurz eingehen miissen, weil sich daraus Gesichtspunkte fiir unsere 
Untersuchung ergeben. 

Bei Gewinnung der Metallkolloide handelt es sich gew6hn 
lich um Reduktion von Metallsalzlésungen durch verschiedene 
Reduktionsmittel; in Betracht kommen insbesondere Ferro 
sulfat, Formaldehyd, Zinnoxydulsalze u. a. (2). 

Nach Bredig kann auch eine Kolloidlésung erzeugt werden, 
indem man unter Wasser einen Lichtbogen zwischen Poldrahten 


des entsprechenden Metalls erzeugt (3). Eine dritte, viel angewandte 


Methode ist von Paal angegeben: er erzeust z. B. kolloidales 
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J. Feigl und A. Rollett: 


Silber durch Versetzen einer Silbernitratlésung mit protalbin- oder 
lysalbinsaurem Natrium, das er beim Behandeln von Ovalbumin 
mit NaOH und darauffolgender Dialyse erhalt (4). 

Ist im Kolloid nicht schon von der Darstellung her ein 
eiweibartiger Koérper vorhanden, wie das bei den Paalschen 
Praiparaten der Fall ist, so mu ein solcher zugesetzt werden. 

Die reinen Kolloidlésungen sind auBerst empfindlich gegen 
Spuren von Elektrolyten, durch welche sie ausgeflockt, ,,gela- 
tiniert’’ werden. AuBerdem hat die Ausflockung eines reinen 
Kolloids meist die Eigenschaft verloren, sich in Wasser wieder 
zu lésen, es ist ,,Hydrogelbildung eingetreten, das Kolloid ist 
..irreversibel**. 

Durch einen Zusatz von EiweiSkérpern — genommen wird 
als Schutzkolloid meist Gelatine in einem Betrage von 10—80°,, 
wird einmal die Empfindlichkeit gegen Elektrolytzusatz bedeutend 
herabgesetzt, und auBerdem kann der erzeugte Niederschlag meist 
durch reines Wasser wieder gelést werden, das Kolloid ist ,,rever- 
sibel‘ geworden, der Niederschlag ein ,,Hydrosol*. 

Die von uns verwendeten Kolloide waren, auBer dem P» al- 
schen Lysargin und Bismon simtlich nach Lottermoser dar- 
gestellt und uns von der Chemischen Fabrik von He yden, Rade- 
beul b. Dresden, in sehr zuvorkommender Weise zur Verfiigung 
gestellt. In festem Zustand bildeten sie die bekannten, lack- 
artigen glinzenden Lamellen, waren in Wasser leicht léslich, 
meist mit intensiver Farbe; nur beim Gold, Platin und Palla- 
dium war gelindes Erwarmen notig. 

Die von uns verwendeten Lésungen enthielten durchweg 
0.05% des festen Kolloids, also 0,5 g im Liter oder 0.1 g in 200 ccm, 
der Fiitterungsportion. 

Die Versuche wurden in der iiblichen Weise ausgefiihrt, daB 
die niichternen nach Pawlow operierten Magenblindsackhunde 
zu Beginn des Versuchstages 200 cem Wasser per Schlundsonde 
erhielten: nach dem Abklingen der ,,Wassersekretion‘‘, was nach 
2—2, Stunden der Fall war, erhielten die Hunde 200 ccm der 
0,05 prozentigen Kolloidlésung. Die ,,Kolloidsekretion‘* wurde mit 
der ,,Wassersekretion’ in bezug auf Menge, Zeitdauer, Aciditit nd 
Fermentgehalt verglichen. 

Bevor wir mit der Besprechung der Versuchsergebnisse be- 
ginnen, miissen wir noch einen mdglichen Einwand beseitigen: 
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Wie wir friiher erwahnten, enthielten die von uns verwendeten 
Kolloide immer einen gewissen Gelatinegehalt; kolloidales Arsen 
sogar 80°, davon. Es wire der Einwand mdglich, daB die Ver- 
suchsresultate gar nicht oder nur zum Teil auf die Kolloidwirkung 
zurickzufiihren seien, sondern event. auf den EiweiBgehalt de: 
Losung. Wenn wir aber die dahin in Betracht kommenden Kon- 
zentrationen bedenken — imi extremen Fall des Arsens ist die Losung 
in bezug auf Gelatine 0,04 prozentig miissen wir diese Deutung 
als unwahrscheinlich bezeichnen, zudem ist durch die Versuche 
von Pawlow bewiesen, daB verdiinnte EiweiSlosungen genau 
die .,Wassersekretion’“ geben, der EiweiBgehalt also wirkungs- 
los ist (5). 
Wir schreiten nun zur Einzelbesprechung der Versuche: 
untersucht wurden: 
I. Silber 
a) Collargol (Ag. coll. Credé), 
b) Lysargin (nach Paal). 


II. Quecksilberkolioid (Hyrgol). 


IT. Wismutkolloid 
IV. Goldkolloid (Collaurin). 
V. Platinkolloid. 
VI. Palladiumkolloid. 
VII. Arsenkolloid. 
VIII. Schwefelkolloid. 
IX. Selenkolloid. 
X. Wismuthydroxydkolloid (Bismon). 
XI. Quecksilberchloriirkolloid (Calomellol). 


Die meisten von diesen Substanzen waren im krystallischen 
resp. metallischen Zustande schon untersucht, so da sich inter 
essante Parallelen ergeben (1); wo dies jedoch noch nicht der 
Fall war (z. B. beim Platin, Arsen, Calomel), wurde es von uns 


nachgeholt. 


l. Silbe Ps 


a) Collar gol. 


Collargol, 1895 von Credé in die arztliche Praxis eingefiilirt 


(6), wird dargestellit, indem man Silbernitrat, das mit Ammoncitrat 


versetzt ist, durch Ferrosulfat reduziert. 


3AgNO, + 3FeSO, = 3Ag + Fe(NO,), + Fe,(SO,), 
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Das Silber scheidet sich hierbei als feiner schwerer Nieder- 
schlag ab, der mittels eines porésen Tonfilters abgesaugt und 
‘iiber Schwefelsiure im Vakuum getrocknet wird. 

Es ist in diesem Zustande in Wasser leidlich léslich (1 : 20); 
die Lésungen sind dunkelbraun und ziemlich bestindig; doch 
erhalt das in den Handel kommende Collargol noch einen Eiweib- 
zusatz von ca. 20%. 

Die Versuchsergebnisse mit der 0,05 prozentigen Lésung gehen 


aus folgenden vier Versuchen hervor: 


Versuche 1, 2. 


9h Beginn des Kontrollversuches. 








200 cem Vasser per os gegeben. ..Wassersekretion’ : 
Hund M. Hund N, 
Sattmenge a Saftmenge 

ad Zeit : 
ecm ecm 

os v0 » 1) 

0.6 10 1.3 

0: 10°° OS 

02 11 0.3 
ee 0,2 

1.9 ecm Gesamtmengs {6 ccm Gesamtmenge 


Um 11°° h ist die Sekretion auf Wasser beendet. 12 h eigent- 


cher Versuch begonnen: 200 ccm der Collargollésung verfiittert. 
g s 





Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
cm ecm 
1.0 iz” 2,6 
O.8 1 20 
03 0,8 
0.3 ? O.8 
03 gee 03 
0,2 3 0,2 
930 

i 3 _ 





2,9 com Gesamtmenge 6,7 ecm Gesamtmenge 











Beginn 9h. 
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Versuche 3, 4. 


Die niichternen Tiere erhalten im Kontroll- 


versuch 200 ccm Wasser per os. 











Hund M. Hund N. 
ns Saft , Gesamt- Freie Saft ) Gesamt-. Freie 
Zeit a Pepsin por > Pepsin . ' 
nen Aciditit HCl | con : Aciditat HC! 
gy” O.9 ?.1 0.0064 Hh? a) 
lO 0.5 | | Ls 
0.004 ras) ss 
10°" 0.2 O47 
O.O064 (2? 
11 0? Oo” | 
1] 2 
1.8 cem Gesamtmenge $5 ecm Gesamtmenge 


Nachdem die 


vesehen werden konnte, wurde um 12h mit dem Versuche be 


ronnen: 


erhalten: 


200 com der Collargollésung. Folgende Werte wurden 


Hund M. 


feaktion auf Wasser um 122° als beendet an 


Hund N, 





Zeit Saft 


Gesamt- Freie Sait Gesamt- Freie 





Pepsin eee . Pepsi: . 
sa “1 Aciditit HCL | com psi Aciditét HO! 
123° 1.1 0.005 72 D 28 O08 ) Ha) 
l O7 19 | . 
* O.OOS re 
] 0.4 O09 j { j 
? 0.3 0.004 75 s8 1.0 
za | O2 0,5 | | | 
O.0064 bo 
} 0,2 0,2 | | | 
+ 0.1 
2.9 ecm Gesamtmenge 7.4 ceom Gesamtmenge 


N 





Versuch 1 geben wir folgende Kurve: 


< 





Figur 1. 








Rollett : 


150 J. Feigl und A. 


Als Abszisse ist darin die Zeit in halben Stunden, als Ordi- 
naten die Zahl der Kubikzentimeter secernierten Saftes gegeben. 


Lysargin. 

Lysargin ist ein nach Paal dargestelltes Silberkolloid (4), die 
Lésung von braungelber Farbe, von etwas adstringierendem, 
leimartigem Geschmack; das Ergebnis war im wesentlichen das- 
selbe, wie bei Collargol, d. h. deutlich steigernde Wirkung. 


Hierzu vier Versuche. 


Versuche 1, 5. 

















Die Tiere werden um 9h niichtern aufgestellt und erhalten 
mit der Schlundsonde 200 ccm Wasser. 
Hund M. Hund N. 
~ . } + . 
Zeit Saft — Gesamt- Freie’ Saft —e Gesamt- Freie 
Le SIN Rp . 8 tate ‘ 
oom E Aciditat|; HCl | com Aciditat HCI 
gx 0.00 75 35 3.0 j 
1,3 . = + 0,064 \ 60 \ 35, 
10 0,8 | | | 2.4 f f 
10% 0.3 0.004 7) 35 1,2 | 
11 0,2 | | 0.6 ' 0.0064 60 | 35 
ti — 0,2 | 
2.6 ccm Gesamtmenge 7.4 ccm Gesamtmenge 
Um 11°°h war diese normale Sekretion zu Ende und die 


Tiere wieder niichtern. 


Sie erhielten 


200 cem 


der kolloidalen 





Lésung. Folgende Sekretion: 
Hund M. Hund N. 
, Saft é Gesamt- Freie | Saft ; Gesamt- , Freie 
Leit eps AEE: : Pepsin Ra - 
Zeit |, | Pere | acsatent| HCL | cee psn Aciditét HC! 
12 2.0 0,006 70 30 3.8 0,008 50 Bf 
e 3 | 2.2 | 0,008 Dd 30 
1, \ 0.006 \ i) \ 35 ” 
1 0,7 |J j j 12 |) \ - 
0.0064 60 3D 
1 O04 | | 08 |f j f 
Zz 0,4 0,004 75 35 0.6 | |. | 
a | go || | 0.4 | }0,0064 } 65 40 
3 —_ 0,2 | | | 
2s Spur 





5.0 eem Gesiamtmenge 


9.2 com Gesamtmenge 
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6. 


Beginn 9h. Die niichternen Tiere erhalten je 200 com Wasser 


Wassersekretion: 





per os. 
Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ecm 
O.8 as 22 
0.3 10 13 
0,2 10” 0,6 
Spur 11 0.1 
11% 





1,3 com Gesamtmenge 


Nachdem dieser Vorversuch beendet 


4.2 com Gesamtmenge 


war, wurde um 12h 


die Lésung von Lysargin gegeben. Die nun einsetzende Sekretion 


gibt folgende Werte: 








Hund M. Hund N. 
S: ance on: S j ce 
Saftmenge Zeit aftmenge 
ecm ecm 

Q,8 > 2.6 

0,6 ] 1,9 

0,5 pas 1,0 

0,5 2 0.7 

0,2 2" 0,4 

0,2 3 0,2 

Spur a 

— 4 
2,7 com Gesamtmenve 6,8cem Gesamtmenge 


Zu Versuch 1 noch folgende Kurve: 


Aus den Versuchen geht 
also hervor, daB kolloidale Sil- 
berlésungen eine deutlich stei- 
gernde Wirkung haben, wahrend 
ge- 
gebenes Silber vollig indifferent 
wirkt (1). 


Um das Ergebnis der Ver- 


metallisches, pulverférmig 


suche mdglichst anschaulich zu 
machen, fassen wir simtliche 
Biochemische Zeitschrift Band VII7, 





com 


| 
ri ae 3 —+-—- +—_,-—— 


Figur 2 


11 
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von uns mit Silberkolloid gemachten Versuche in folgende Uber- 
sichtstabelle zusammen: 











Collargol. \ 
Versuche- Wasserversuche Hauptversuche 

wr Hund Zeit in Zahl der Zeit in Zahl der 
halben Stunden ecm halben Stunden com 
1 M 4 1,9 6 2,9 
2 N 5 4.6 6 6,7 
3 M 4 1.8 6 2.9 
4 N 5 4.5 a 7,4 
) M 4 2,0 6 3,2 
6 N i) 4.6 7 3,0 
7 M 4 1,8 6 6,9 
8 N D 3,8 7 6,5 

Lysargin. 

Versuch Wassersekretion Kolloidsekretion 

Nr. Hund Zeit in Zahl der Zeit in Zah) der 
halben Stunden ecm halben Stunden com 
1 M 4 2.6 6 5,0 
2 4 1,3 7 2,7 
3 : 4 2,4 6 4,8 
4 - 4 2,2 6 5,0 
5 N 5 7,4 8 9,2 
6 4 4,2 6 6,8 
7 v 5 6,5 8 99 
8 ” 5 5,8 7 8,5 


II. Versuche iiber kolloidales Quecksilber (Hyrgol ). 

Da Hyrgol durch Reduktion von Quecksilbersalzen mit Zinn- 
oxydulnitrat dargestellt wird (2), und die dabei entstehende Zinn- 
sdure gleichfalls den kolloidalen Zustand annimmt, ist das Hyrgol 
stets zinnhaltig, und zwar zu etwa 10%. Wir haben also im Hyrgol 
nicht die reine Quecksilberkolloidwirkung vor uns, sondern haben 
auch mit der des anderen Kolloids zu rechnen; freilich wird letztere 
vom Quecksilber verschluckt werden, das ja in der 7—8fachen 
Menge vorhanden ist. 

Das Versuchsergebnis geht aus folgenden vier Versuchen 


hervor: 














ambit 
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Versuche l, 6. 


9h Beginn der Versuche; 200 ccm Wasser per os verfiittert. 
Wassersekretion : 














Hund M. Hund N. 

+ | Saft .. Gesamt- Freie] Saft p,,.:, | Gesamt-| Freie 
Zeit | | ePei™ | Aciditat | HCl com | - °PSiD | Aciditat | HCI 
g” | 06 ; 1,0 | 
10 0,3 0,004 | > 80 40 0,6 i Sa ‘| ‘ 
10° | 02 | | 04 | — | ae | - 
11 | Spur | 0,2 | 
11° picid 

1,1 com Gesamtmenge 2,2 ecm Gesamtmenge 


12h, nachdem diese Sekretion abgeklungen, Hauptversuche 
mit 200 ccm der Quecksilberlésung. 








Hund M Hund N. 

: | Saft Janet, | Gesamt- Freie |) Saft engin | Fesamt- Freie 
Zeit | cm | oP | Aciditit | HC! | ccm | PePSi™ | Aciditat | HCI 
122° | 12 001 | 50 20 | 24) oof | 45. | 20 
1 0.8 | 0,01 50) 2 | 14) 0,01 502 | so 
mS OF thas 185 \ 12 0,01 55 | «25 

0,00 > 30 

2 a5 | 560 630 | Og | 0,008 | 62 | 30 
2° | 0,4 i ii \ 0,7 1) ie 1\. 
3 0.3 ' 0,004 po f 30 05 \f 0,006 f 65 | { 30 
a 0,2 | 0,3 | | 
4 | 0,2 0 80 } 0,3 | 70,006 +70 | }33 
4° | Spur 0,2 | | [ 
5 — Spur 

4,2 com Gesamtmenge | 7,8 com Gesamtmenge 


a 
‘e 


Versuche 2, 

9h Beginn. Die niichternen Tiere erhalten im Kontroll- 

versuch 200 com Wasser mit der Schlundsonde und geben folgende 
Sekretionsmengen: 








Hund M Hund N 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm erm 
0,8 aad 1,1 
0.5 10 0,5 
0,2 10°° 0,3 
0,2 1] 0.2 
—_ hg Spur 
1,7 cem Gesamtmenge 2,1 ccm Gesamtmenge 


15° 
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Um 11°° h ist der Vorversuch beendet. Die niichternen Tiere 
erhalten sodann um 12h 200 ccm des Hydrosols. Die Sekretion 
gibt folgendes Bild: 





Hund M. 


Hund N. 





Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm com 
1,4 7 2,5 
1,0 l 1,3 
0.8 [- 1,1 
0,7 2 09 
: 0,6 ra 0,6 
: O.5 3 0,4 
0,3 3°° 0.3 
Q,2 4 0,2 
0,2 as 0,2 
— 5 Spur 





5,7 ecm Gesamtmenge 


Zu Versuch 7 geben wir noch folgende 


7.5 eem Gesamtmenge 


Kurve: 





. 
1 





Figur 3. 


Ubersichtstabelle 3. 








Venmeh Wassersekretion Kolloidsekretion 
Nr. Hund Zeit in Zahl der Zeit in Zah! der 
halben Stunden cem halben Stunden ecm 
l M + 1,1 9 4,2 
2 . 4 1,7 9 5,7 
3 oe 4 2.0 9 5.8 
4 i. 5 1.8 9 5,4 
5 eS 3 y By 8 6,3 
6 N 4 2.2 10 7.8 
7 4 a 10 7,5 
8 2 5 4.0 1] } 10.3 
g = 5 38 10 8.0 
10 ‘ i) 3,5 1] 10,2 
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Auch beim Quecksilberkolloid sehen wir also eine starke 
Steigerung der Magensaftsekretion. Metallisches Quecksilber ist 
nicht untersucht wegen der damit verbundenen experimentellen 
Schwierigkeiten: Man denke sich ein Quecksilberkiigelchen von 
0,1 g per Schlundsonde eingefiihrt! Auch ist nach den Versuchen des 
einen von uns uber Metallwirkung (1) mit Sicherheit anzunehmen, 
daB Quecksilbermetall vollig indifferent sein wiirde, wird es doch 
vom Magensaft so wenig angegriffen, daB metallisches Quecksilt er 
bekanntlich im Magen kaum giftig wirkt, bei der enormen Giftigkeit 
seiner Salze, soweit sie in wassriger Lésung in Ionen gespalten sind. 


III. Wismutkolloid. 
Uber Wismutkolloid liegen acht Versuche vor; verwendet 
wurde wieder eine 0,05 prozentige Lésung von braun-gelber Farbe. 


Versuche lI, 5. 
9h Beginn des Kontrollversuches. Die niichternen Tiere 
erhalten 200 ccm Wasser mit der Schlundsonde und reagieren 
mit folgender Sekretion: 








Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ecm 
0,7 ss 2,6 
0,5 10 13 
Q).2 10° 0,5 
0,2 i i 0,2 
_— lg _ 
1,6 ccm Gesamtmenge 4.6 cem Gesamtmenge 


Um 112° h ist der Vorversuch beendet. Um 12 h wird 200 ccm 
des Hydrosols verabreicht: 





Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ccm 
1,0 12” 3.0 
0,8 1 2.5 
0,5 1% 1 0 
0,3 2 | 0,8 
0,3 230 0,4 
0.2 3 | 0,2 
Spur | 3% Spur 





3,1 ecm Gesamtmenge | 7,8 cem Gesamtmenge 
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Versuche 2, 6. 


Um 9h werden die Tiere aufgestellt, sie erhalten 200 ccm 





Panna te a 




















Wasser per os und reagieren mit folgender Sekretion: 
q Hund M. Hund ¥. 
= _ ~ ~- 
‘ Saft | , Gesamt- | Freie | Saft ‘| Gesamt- Freie 
and oom supe =| HCl | ccm Scans | Aciditit HCl 
9” | 06 | | \s | 26 | 
10 | 05 $0,004 |}80 | | 1,3 | |. | 
10” || 0.2 | 0.5 esr | 70 | | 35 
1 | — | 0.2 
i =e | 


1 





1,3 com Gesamtmenge 


Nach Abklingen der ,,Wassersekretion“ 
beendet. Die Tiere erhalten um 12h 200 ccm einer Lésung von 
Wismutkolloid (150 ccm Wasser + 10 ccm einer 1 prozentigen 


4,6 cm Gesamtmenge 


ist der Vorversuch 














Bi-Lésung). 
Hund M. _Hund N. 
| Saft |Gesamt-| Freie | Saft Gesant-| Freie 
Zeit ae Pepsin | Aci ditt | HCl | < Pepsin | Aciditat | HCl 
ase | | l ac l 
re | 10 | 0,006 | 15 35 | = | Yoo | \ 60 | 1 30 
| kooos |}75 h35 |) | 
a b- | Be ) 0,006 \ 65 ‘} 35 
2 | 05 06 iJ 
2° | 02 on a fs 0,5 | 
3 0,2 | 03 ose {s 
3° || Spur 0,2 | | 
‘i | ma | | 





i 





Zu Versuch 6 bringen wir 


3,3 ccm Gesamtmenge 


] 7,8 com Gesamtmenge 


folgende Kurve: 






































} Wasser 


Figur 4. 
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Wismutmetall wirkt nach der zitierten Arbeit (6) vollig in- 
different, wahrend Wismutkolloid eine Steigerung hervorbringt. 





Ubersichtstabelle 4. 





Versuchs- Wassersekretion Kolloidsekretion 
Nr. Hund | Zeit in Zahl der Zeit in Zahl der 
1 halben Stunden ecm halben Stunden ecm 
1 M 4 1,6 7 a 
2 3 1,3 7 3,3 
3 ” 4 2.0 7 38 
4 ” 4 2,4 8 4.5 
5 N 4 4,6 7 7. 
6 - 4 4,6 7 7.8 
7 3 4,2 . 8.6 
8 3 3,8 8 &.4 


IV. Goldkolloid. 


Zur Verwendung gelangte ein von der Fabrik ,,Collaurin™ 
genanntes Priparat, das sich mit der bekannten herrlich roten 
Farbe in Wasser loste. 

AnschlieBend vier Versuche: 


Versuche 1, 2. 


9h Beginn. Die niichternen Tiere erhalten im Kontrollver- 











suche 200 ccm Wasser per os — folgende Sekretion: 
Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ecm 

2,2 9” 2,8 

0.8 10 1,6 

0,4 10% OY 

0,3 11 0,5 

Spur i 0,2 

3,7 com Gesamtmenge 6,0 cem Gesamtmenge 


Um 11°°h war die ,,Wassersekretion’ beendet. Um 12h 
erhalten die Tiere 200 ccm der Goldlésung; sie reagieren mit 
folgender Sekretion: 
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Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ecm 

3.8 > oe D8 
2,0 | 3.0 
0.9 i> 2,2 
1,1 2 1,0 
0.6 ye 0.9 
0.4 3 ON 
O.2 3” OF 
— 4 0.5 
4” 0,2 





9.0 com Gesamtmenge 


14.9 cem Gesamtmenge 


Versuche 3, 6. 


9h Beginn des Kontrollversuches. 
halten 200 cem Wasser mit der Schlundsonde, worauf eine um 11°°h 
abgeklungene Sekretion mit folgenden Einzelwerten einsetzt: 


Hund M. 


Die niichternen Tiere er- 


Hund N. 





Zeit 


Gs 
10 
10” 
1M 
1 1 40 





Saft — Gesamt- | Freie 
ibid Psi Aciditit HC! 
O7 

as || | 

6 0.004 ‘85 35 


3: 
0,3 | | 
0,2? 


Saft — Gesamt- Freie 

en psi Aciditat’ ~HCI 

2,0 

1.3 70 35 
0,0064 

OS 

U,2 | 70 35 


ni 





1,8 ccm Gesamtmenge 


Hund M. 


4,3 cem Gesamtmenge 


Um 12 h wird im Hauptversuch den Tieren 200 cem der kolloi- 
dalen Goldlésung verabreicht, was folgende Sekretion hervorbringt : 


Hund N. 





Zeit 


12° 
1 
1 at) 


Saft Pepsin | Gesamt-| Freie 
com Aciditét HCl 
1,1 i 

0.9 } 0.0064 | &) 32 
0,5 

0,4 | | 

0.3 0.0064 | > 85 35 
0,2 | 

0,1 














Saft pansir Gesamt- Freie 
cm = sAciditat,-HCI 
28 |) : ? 

x 0 30 
20 |f 0.00 6 | 
O49 | . ! . = 
0.7 0,0064 | 60) 35 
0,5 
0,3 | 
0,2 0,0064 7 70 3h 
02 | | 











3.5 eem Gesamtmenge 


7.6 com Gesamtmenge 
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Zu Versuch 6 bringen wir die zugehérige Kurve: 





Figur 5. 


Also auch Goldkolloid wirkt energisch steigernd, wahrend 
Goldpulver wirkungslos ist (1). 


Ubersichtstabelle 5. 





Versuchs- Wassersekretion Kolloidsekretion 
wy, | Hund Zeit in Zahl der Zeit in Zahl der 
halben Stunden ecm halben Stunden eem 
1 B 4 3.7 7 9,0 
2 D 5 6.0 y 14,9 
3 M 4 1,8 7 3,5 
4 ° D 2,0 & 42 
. " 4 1,8 8 3,8 
6 N 4 43 8 7.6 
7 m 4 43 9 8,0 
s ° 4 4,2 8 7,6 
V. Platin. 


Da metallisches Platin noch nicht untersucht war, trat zu- 
nachst die Aufgabe an uns heran, die Priifung nachzuholen. 

Dies wurde durch drei Versuche gemacht, einen mit Platin- 
schwarz und zwei mit Platinmohr; letzteres bereiteten wir uns 
selbst durch Gliihen eines Niederschlages von Ammoniumchloro- 
platinat; angewendet wurden beide Praparate in derselben Menge 
wie die Kolloide: es wurde je 0,1 g mit Wasser durch die Schlund- 
sonde in den Magen gespiilt. 


Die Wirkung ist aus den Tabellen ersichtlich: 





RR 
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Platinschwarz. 
Versuch 1. 
9h Beginn des Kontrollversuches. 200 cem Wasser. Darauf 
Sekretion in folgender Gestalt: 





Hund N. 
Zeit Saft Pepsin a Freie HCl 
ecm Aciditat 
g* 2,4 0,0064 65 30 
10 1,2 | | 
10° 0.6 0,0064 65 30 
11 0,2 | | 


1 1 30 





4.4 ccm Gesamtmenge 


12h Beginn des Hauptversuches. 
0,5 g Platinmohr mit 200 ccm verabreicht, daraufhin folgende 





Sekretion: 
Hund N. 
; Saft . Gesamt- ‘ ; 
» ‘ } ». ( 
Zeit ae Pepsin Aciditat | Freie HC! 
7 2,5 0,0064 65 30 
l 1.3 | 
}* 0.5 0,0064 65 30 
7 0,2 | 
930 _—— 





4.5 ccm Gesamtmenge 
Platinmobhr. 
9h Beginn des Kontrollversuches. Die niichternen Tiere 
erhalten 200 com Wasser mit der Sonde; darauf setzt’ eine Sekre- 
tion ein, die um 11°°h als abgeklungen gilt. 


Versuche 2, 3. 





Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ecm 
21° 9g? 25 
1,0 10 12 
0,6 10° 0,6 
0,2 11 0,3 
Se 0,2 





3,9 ecm Gesamtmenge 4.8 ecm Gesamtmence 
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Um 12h wird der eigentliche Versuch begonnen. 0,1 g Platin- 
mohr in Verbindung mit 200 ccm Wasser sorgfiltig mit der 
Schlundsonde eingefiihrt. Die nun einsetzende Sekretion ist in 
folgenden Zahlen ausgedriickt: 








Hund B. Hund DJ. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ccm 
2,2 io" 2,4 
0,9 1 1,2 
0,5 1° 0,7 
0,3 2” 0,3 
Spur 3 0,2 
— ah 
3.9 ccm Gesamtmenge 4.8 ccm Gesamtmenge 


Zum ersten Versuch iiber Platinmohr bringen wir noch neben- 
stehende Kurve: 





Wir sehen also, daB auch . weekhnan 
das Platin vollstaindig in den 





Rahmen der andern Metalle 
hineinpaBt: da es vom Magen- 














saft nicht angegriffen wird, wirkt 





es vollig indifferent. Die Ver- , ‘aS { 

mutung des einen von uns, es ! | 

kénne — im Hinblick auf seine smn ‘-: tere yp 
vielfachen katalytischen Effekte — View oe 


— eventuell eine Ausnahme bil- 
den, wurde also vom Versuch nicht bestitigt. 

Nun konnte kolloidales Platin untersucht werden; die unter 
Erwarmen dargestellte Lésung von derselben Konzentration war 
undurchsichtig schwarz und setzte bei lingerem Stehen etwas 
Pt ab. 

Die Versuche gestalteten sich wie folgt: 


Versuche lI, 4. 
9h Beginn der Kontrollversuche. Die niichternen Tiere er- 
halten 200 cem Wasser mit der Schlundsonde und reagieren wie 


folgt: 











Hund M. 
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Rollett: 


Hund N. 





Gesamt- | Freie 











; zeit | Sat Pepsin Canes) Pe T Gat Pepsin 
, sale S| Aciditét) HCl | com Psi Aciditét | HC! 
’ 
9g” 0.9 2.0 
10 0,6 | | 1,2 | | 
’ 0,00 7 > 35 
10" | 08 : | “ | > 06 0.0064 S60 | $30 
1] Spur 0,2 | 
tog Spur 
1,8 ccm Gesamtmenge 4.0 cem Gesamtmenge 
| Um 11° h sind die Vorversuche erledigt. Die niichternen 
Tiere erhalten um 12 h 200 ccm der Platinlésung. Es ergeben sich 
folgende Zahlenwerte : 
Hund M. Hund N. 
; Saft . |Gesamt- Freie Saft . Gesamt- | Freie 
Leit Peps caih Peps siden 
| ae oom eps Aciditat | HCI oom epsin | Aciditét | HC! 
12% 18 |) \ _ . 2.5 0,01 55 28 
0,00) ( b an 
: 1 1,0 |f . by ' ; 2,0 0,01 55 30 
1% | 07 14 /) w ) 
(0.008 : 
: 2 | 06 | cooss | 75 sini Wie ” 
re 0,5 | | 0,8 | | | 
3 , 0,6 ’ 
30 : | . > 0,0064 | ¢ 60 30 
i “ 0064. > 7 3% m2 | | | 
4 0.2 fone | . , 0,2 
4° | Spur = 


) an 





" 


5.5 eem Gesamtmenge 


8,9 cem Gesamtmenge 


Versuche 7, 8. 
9h Beginn des ,,Kontrollversuches“. Die niichternen Tiere 
erhalten 200 ccm Wasser per os und antworten mit folgender 








Sekretion : 
Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ecm 

2.8 9” | 3,2 

14 10 2,4 

0,7 10” 1,1 

0,5 11 0,7 

0,2 13> 0,2 

— 12 Spur 





5,6 ecm Gesamtmenge 








7.6 com Gesamtmenve 
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i Nach Abklingen der Wassersekretion wird um 12h 200 ccm 
der Platinlésung verabreicht. Der Sekretionsablauf gibt folgende 
Werte. 
Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm com 
3,7 Si 5,5 
26 1 3.6 
1,4 > 2,5 
0,9 2 1,0 
0,6 2% | 0,7 
0,4 3 0,5 
0,2 3° | 04 
Spur 4 0,3 
4% 0.2 





9.8 com Gesamtmenge 


14,7 com Gesamtmenge 


Zu Versuch 7 siehe folgende Kurve: 





Figur rr 
Ubersichtstabelle 6. 





Versuchs- | 
Nr. 


~ 


1 bm WwW bo 





| Wassersekretion 
| Hund | 


Zeit in Zahi der 

halben Stunden ccm 

M 4 1,8 
+ 1,8 

om 5 2,2 
N | 5 4.0 
n 4 4.0 
. i) 3,8 
B 5 5.6 


Kolloidsekretion 


Zeit in Zahl der 

halben Stunden ecm 
9 5,5 

8 5,8 

9 6,2 

8.9 

g 10,0 

9 90 

8 9.8 

y 14,7 
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VI. Palladinm. 
Uber Palladiumkolloid 
betreffs der Lésung gilt das beim Platin Gesagte. 


wurden vier Versuche gemacht, 








Versuch 1, 3. 
9h Beginn des Vorversuches. Auf 200 com Wasser — ein- 
gefiihrt mit der Schlundsonde — zeigt die ,,Wassersekretion‘ 
folgende Werte: 
Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ecm 
2,3 ag 3,3 
0,9 10 2,2 
0,6 10° 1,0 
0,3 1] 0,5 
0,2 [i> 0,2 





4.3 ccm Gesamtmenge 


7,2 ccm Gesamtmenge 


12h. Nach Abklingen der Wassersekretion Palladiumlésung 


200 cem verfiittert. 


Darauf folgende Reaktion: 








Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ecm 
3,8 13” 5,6 
2.5 1 $,1 
1,2 - 2,1 
0,9 2 1,0 
0.5 a O,Y 
0,4 3 0,7 
0,2 3” 0,4 
— 4 0,5 
4% 0.2 
9,5 cem Gesamtmenge 14,5 ccm Gesamtmenge 


Ubersichtstabelle 7. 








Versuchs- Wassersekretion Kolloidsekretion 
Nr | Hand) zeit in Zahl der Zeit in Zahl der 

halben Stunden ecm halben Stunden ecm 

1 B 5 43 7 9,5 

2 a 5 4,2 8 10,3 

: D 5 1,2 9 14,5 

ae 5 6,8 . 14,2 
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VII. Arsen. 

Arsen wurde zuerst in Metallform geprift; wie beim Platin 
wurde 0,1 g feinsten Pulvers per Schlundsonde mit 200 cem Wasser 
verabreicht; die Wirkung war, wie zu erwarten, vollig indifferent : 

9h Beginn der Versuche. 200 ccm Leitungswasser per os 
verabreicht, gibt eine Wassersekretion in folgenden Werten: 











Hund B. Hund D. 
SSeS 
Saft | Pepsin Gesamt- Freie Zeit Saftmenge 
com | ; Aciditat HCl com 
2.6 , aa \ aa 3,2 
) f 30 

16 } 0,064 | ri) 10 29 
0.8 | | | 10° 0.8 
0.4 | > 0,0064 75 30 11 0,3 
0,2 f | ot is Spur 
5.6 cem Gesamtmenge 6,5 ecem Gesamtmenge 


Um 12h wird der eigentliche Versuch begonnen. 0,1 g Arsen 
wird mit Wasser in der bekannten Form verabreicht. Die 
Sekretion gibt folgendes Bild: 








Hund B. Hund D. 

8 : Gesamt- Freie onge 
Saft Pepsin | apnea r - Zeit Saftmenge 
com Aciditat HCl com 
2,7 0,0064 75 30 a 3,1 
1,5 0,0064 75 30 I 2,0 
0,7 | | | ag 0.8 
0,5 | > 0,0064 75 30 2 0.4 
0,2 | y ee 0,2 

3 _ 

| 330 
5,6 com Gesamtmenge 6,5 com Gesamtmenge 





Ca A mal 1 4 
Made 
’ 4 
Se 


Wasser ' Arvec 
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Uber Arsenkolloid bringen wir vier Versuche. 


J. Feigl und A. Rollett: 


Die Lésung 


war etwas schmutzig-gelb und durchsichtig; die Wirkung geht 


aus folgenden Tabellen hervor: 


Versuche I, 5, 


9h Beginn. 


Die niichternen Tiere erhalten 200 cem Wasser. 


Daraufhin kurze, um 11°°h beendete Sekretion mit folgenden 





Einzelwerten: 
Hund M. Hund N. 
aiftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ecm 

0,7 1,0 

0.4 10 0.6 

0.3 10*° O.5 

0.2 11 0.3 

— 11% 0.2 





1,6 ccm Gesamtmenge 


12 h eigentlicher Versuch: 206 


2,6 cem Gesamtmenge 


)cem des Metallsoles verfiittert. 


Die Sekretion gibt folgendes Bild: 








Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ecm 
2,0 1” 3.3 
1,8 ] 2,5 
1,2 1.6 
1,7 2 2,2 
1.2 Y 1,4 
OY 3 O38 
0,5 3% 0.6 
0,3 t OS 
0,2 4% 0,7 
a 5 0,3 
0,2 
6 — 
9,8 com Gesamtmenge 14,4 cem Gesamtmenge 
Versuche 2, 6. 


9h Beginn der Versuche. 


Die niichternen Tiere erhalten 


200 cem Wasser mit der Schlundsonde und reagieren wie folgt: 
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Hund M. Hund N. 

, | Saft | a. Gesamt- | Freie | Saft | ae Gesamt- | Freie 
aes | Pepsin | aciditét | HCl | com | ¢ °°" | Aciditat | HCI 
——— —= : 4 
9” | 0,7 | | 0,9 
10 | 04  $0,04 7 8=8|$40 | O06 | . | 
i | — | | 0,2 | 
1" | — | FF | 





1,4 ccm Gesamtmenge 


2,0 com Gesamtmenge 


Nach abgeklungener Wassersekretion Hauptversuche mit je 
200 ccm der kolloidalen As-Lésung — 12h: 








Hund M. Hund N. 
j ~ j j ; 

.. || Saft . | Gesamt-| Freie Saft . | Gesamt-| Freie 
Zeit , a | Pepsin | aciaitat| HCl | oc | *°Pem™ | Aciditat | HCI 
i” | 20 | 001 | 50 | 20 | 35 | oor | 50 | 18 
1 | 19 | 001 50 =| 2 | 26 | OO1 | 45 25 
= 1,5 \ - 95 | 1,8 0,01 ' 4 95 
2 | 16 |g 001 The } 5 22 | 001 | 45 } 25 
2” 1,0 | 001 60 25 | 1,2 | 0,008 | 
$s 7 13 |) - \. 0,9 | foo ts 
3» | og | £064 (765 | 730 | gg | 0,008 | 
4 | 06 l 0,7 | 
4° | 04 6 +75 E 0.5 | 7. = ‘| 
5 | 0,2 | 0,2 <= | ” 
59 | . } 


0,2 


| | 





11,3 cem Gesamtmenge 


14,6 ccm Gesamtmenge 


Arsenkolloid bewirkt also eine auBerordentlich starke Steige- 
rung; zugleich tritt eine spezifische Erscheinung auf, die wir 
bei Gelegenheit einer andern Untersuchung!) bei Arsenpraparaten 
ganz regelmaBig beobachten konnten: 

Die Sekretionskurve zeigt in allen Fallen ein zweites Maximum, 
manchmal auch noch mehr; d. h. die secernierte Saftmenge 
fallt nicht kontinuierlich vom héchsten Betrage bis Null herab, 


1) Einflu8 von Arsenverbindungen auf die Magensaftsekretion. 


Die 


Arbeit erscheint demniachst in dieser Zeitschrift. 


Biochemische Zeitachrift Band VIII. 


12 
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wie dies sonst der Fall ist, sondern steigt noch ein- oder auch 
mehrmal an, um endlich endgiiltig zu sinken. 

Am deutlichsten geht dies aus nachstehenden zwei Kurven, 
die sich auf die Versuche 2 und 6 beziehen, hervor. 



































Figur 10. 


Betreffs einer Besprechung dieser Erscheinung verweisen wir 
auf unsere zitierte Arbeit iiber Arsenwirkung. 


Ubersichtstabelle 8. 











Versuche- Wassersekretion K olloidsekretion 
Nr, | Hund Zeit in Zahl der Zeit in Zahl der 

halben Stunden ecm halben Stunden com 
] M 4 1,6 9 9.8 
2 ” 3 1,4 10 11,3 
3 - 4 1,8 10 9.5 
4 ‘ 5 2,2 1] 10,6 
5 N 5 2,6 1] 14,4 
6 - o 2.0 1] 14,6 
7 ® 5 4,2 1] 15,2 
8 " 4 3,0 10 14,3 
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VIII. Schwefel. 

. Sulfoid’ (7), der kolloidale Schwefel, bildet mit Wasser iiber- 
gossen und geschittelt eine milchig-triibe, ziemlich rasch sedimen- 
tierende Fliissigkeit, die eigentlich mehr an eine Aufschwemmung 
erinnert als an eine Lésung. 

Die vier an einem Tag gemachten Versuche gaben jedoch 
cute Ubereinstimmung mit den iibrigen Kolloiden. Es wire von 
Interesse, das Verhalten elementaren Schwefels zu priifen, doch 
ein diesbeziiglich angestellter Versuch verlief nicht unzweideutig, 
und spiter bot sich keine Gelegenheit, denselben zu wiederholen. 

Wir beschriinken uns daher auf die Wiedergabe der Versuchs- 
ergebnisse mit dem _ ,,Sulfoid‘': 


9h Beginn der Vorversuche: 200ccm Wasser geben folgende 
Sekretion: 








Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ecm 

2,6 g% 3,2 

1.0 10 1.5 

0.5 10*°° 0,9 

0.2 1] 0.6 
| 0,2 

4.3 ccm Gesamtmenge 6.4 ccm Gesamtmenge 


12h. Die Tiere sind nach Ablauf des Kontrollversuches 
wieder niichtern. Sie erhalten 200 ccm der Lésung von kolloi- 
dalem Schwefel. 








Hund B Hund D. 
S onge = Saftmenge 
aftmenge Zeit g 
ecm ecm 

5.8 12 6.0 

1.5 1 3.2 

0.9 1° 0,9 

O.6 4 0.8 

0.4 ose O.5 

0,2 3 0,2 

0,2 ia (1,2 

— 4 

9,6 cem Gesamtmenge 10,8 com Gesamtmenge 


12* 
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2. Versuchsreihe vgl. 12h. 








Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm com 
5,6 4” 5,6 
1,7 5 2,5 
1,0 5% 1,0 
0,5 6 0,7 
0,3 6” 0,5 
0,2 7 0,3 
* ios 0,2 
8 
9.3 com Gesamtmenge 10.7 ccm Gesamtmenge 


IX. Selenkolloid. 
Selen bildete mit Wasser eine rote klare Lésung, mit der zwei 
Versuche gemacht wurden: 
9 h Beginn des Kontrollversuches. Die Tiere erhalten 200 ccm 
Wasser mit der Schlundsonde. Die Sekretion gibt folgendes Bild: 








Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm com 
2.8 9% 3,3 
1,1 10 1,6 
0,5 10° 0.8 
0,2 11 0.5 
0,2 11% 0,2 
4.8 com Gesamtmenge 6,4 ccm Gesamtmenge 


12h. Nach abgeklungener Wassersekretion wurden 200 ccm 
der Selenlésung verabreicht. Daraufhin folgende Werte: 





Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ecm 
58 12” = 60 
2,0 1 2,5 
1,0 Ba 1,1 
0,8 2 0,7 
0,5 es 0,7 
0,3 3 0,3 
0,2 0,2 
Spur 4 0,2 
— 4 0 





10,6 com Gesamtmenge 11,7 eem Gesamtmenge 














ones 
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X. Wismuthydroxid und Bismon. 


Zuerst wurde reines, nach analytischer Vorschrift aus Wismut- 


nitrat gefalltes und ausgewaschenes Hydroxyd verfiittert: 
9h Beginn. Die niichternen Tiere erhalten 200 ccm Wasser im 
Kontrollversuche. Die ,,normale Sekretion zeigt folgende Werte: 











Hund N. Hund B. 

Saft 3 Gesamt- Freie ] 723 Saftmenge 
scm | Pe” | Aciditat | HCl | 2 ere 

3,2 0,0064 DO 30 9 0 

2,5 0.0064 50 30 g* 1,6 

O08 | 10 0,9 

0,3 ; ; , 10” = 05 

02 0,0064 dO 30 11 03 
Spur aes 0,2 

12 — 
7,0 cem Gesamtmenge 7.5 ecm Gesamtmenge 


Nach Ablauf des Vorversuches wird zum eigentlichen Ver- 


such das Priparat mit 200 ccm Wasser unter den iiblichen 
éfter betonten Kautelen verabreicht — es ergeben sich folgende 
Stufen des Sekretionsvorganges: 





Hund M. Hund N. 
Saft bcd Gesamt- Freie aay Saftmenge 
eon Pepsin Aciditiit HCl Zeit pase 
26 00064 | 40 20 12% 3,3 
1,2 | ) 1 1,4 
0.5 $0,0064 $40 ‘20 1% | 0,7 
0,2 f 2 0,2 
aa 930 0.2 
3 — 





4.5 





ccm Gesamtmenge 


5,8 ccm Gesamtmenge 


Zu Versuch 1 die nachstehende Kurve: 























4-— a ee T . +. 
TTT TTT 
P =e | = a Ss ze 
‘ rif 
} ' ; } 
PA tt tt 
Pi yd | | | 
ee eee 4 
| | } | | | | ' 
} | 
o me Se I | i 
Lapel GE DS 5 6 ee¢ wm n Y 
— = mot 
Figur 11. 


Wie ersichtlich, ist also Wismuthydroxyd ein sekretions- 


hemmendes Mittel. 
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Nun wurde Bismon (9), das kolloidale Wismuthydroxyd, unter- 
sucht. Dies war nach der Paalschen Methode dargestellt, enthielt 
nur ca. 20%, Wismut und ergab eine Lésung von gelbrétlicher 
Farbe. Die Wirkung war folgende: 

Um 9h Beginn der Versuche. Die niichternen Tiere erhalten 
200 com Wasser mit der Schlundsonde und reagieren mit folgender 
Sekretion: 





Hund M. Hund N. 
7.3 Saft wee Gesamt- Freie Saft aan Gesamt- Freie 
Zeit | om | + oP | Aciditit: HCl | com | '°?%™ | Aciditat HCI 


g30 O.8 } | | 2,6 | | | 
10 0,7 | 2 1,4 : - 29 
1030 05 0,004 80 38 05 0,0064 | > 65 33 
1] Q,2 0,3 


11” 





2,2 com Gesamtmenge 4.8 ccm Gesamtmenge 


Nach Abklingen der ,,Wassersekretion’ um 12h Beginn der 
Hauptversuche — 200 ccm der Lésung gegeben. Folgender Sekre- 




















tionsablauf: 
Hund M. Hund N. 
Tos Saft ra Gesamt- Freie Saft ilies Gesamt- Freie 
Zeit | mn | oP | Aciditét| HCL} com | '°PS™ | Aciditat| HCI 
12” || 13 | 00064! 50 10 | 28 0,008 40 20 
ao ) »») 
io | as ' 0,006 \ 50 } 16 | Te er "on 22 
Y : ; 7 
2 | o7 0.7 j 9;0064 j 0 b95 
Y rae 0,5 > 0,004 60 30 O,8 
3 | 03 \J Qos ae 
3% | 02 0.2 0064 > 6 2 
02 | | 
48 ccm Gesamtmenge 9,3 ccm Gesamtmenge 
Zu Versuch 1 noch die Kurve: 
v T ee os ee 
| | | | 
a} ae 6 ot a 
| | | | | 
| } 
SELON See eae 
} 
4 





= So . a 
Malte | SC . © + £ ¢ BS 8 





| Wasser { Wismuthhyoronis college 


Figur 12. 
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Wir haben also im Bismon ein Beispiel eines Kérpers, der 
im kolloidalen Zustand die Sekretion steigert, wihrend er im festen 
Zustand hemmend wirkt. 

Wir kommen bei der Betrachtung der Versuchsergebnisse 
noch darauf zuriick. 


XI. Kalomel und Kalomellol. 
Hier mute wieder zuerst das feste Praiparat untersucht 
werden. Verwendet wurde 0,1 g Kahlbaumschen Kalomels in 
200 ccm Wasser aufgeschlimmt. Die Wirkung war folgende: 


9h Beginn des Kontrollversuches: 200 ccm Wasser geben 
folgende Sekretion: 








Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm eem 

2,8 ” 3,2 

1,2 10 2,0 

0,7 10% 1,3 

0,4 11 0,7 

0,2 3 ng 0,3 

— 12 

5,3 ccm Gesamtmenge 7,5 cem Gesamtmenge 


12h. Die Wassersekretion ist abgeklungen und der eigent- 
liche Versuch wird eingeleitet. 0,1 g Hg,Cl, werden mit 200 com 
Wasser verabreicht. 





Hund B. Hund D. 
Saftmenge | Zeit Saftmenge 
ccm ccm 
2,8 12°| 3,2 
2,0 | 1 2,5 
1,0 ae 2,0 
2,0 | 2 1,6 
0,7 ” 0,8 
0.3 3 0,3 
0,2 3° 0,2 
4 —_ 





9,0 com Gesamtmenge 10,6 com Gesamtmenge 
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Zu Versuch 2 geben wir die zugehérige Kurve: 


een 
‘ 








or oor 








Figur 13. 


Uber das Kalomellol geben wir vier Versuche: 


Versuch lI, 2. 
9h Beginn. Die niichternen Tiere erhalten 200 ccm Wasser 
per os und reagieren wie folgt: 














Hund M. Hund N. 
veiy | Saft | Pore, | Gesamt-| Freie | Saft | p,..:, Gesamt-| Freie 
Zeit Daan Pepsin Aciditat | HC! | com Pepsin | 4 viaitat | HCl 
g” | 0,7 | 2,2 | 
ae a 0,004 | $75 35 rv 0,0064 465 28 
11 0,2 0,2 | | 
1° | — | | Spur 
1,5 com Gesamtmenge 3,6 ccm Gesamtmenge 


12h nach abgelaufener Wassersekretion Hauptversuche mit 
je 200 ccm der Lésung von Kalomellol. 





Hund M. Hund N. 

.. | Saft " 2 |Gesamt- | Freie Saft ncin | oesamt- F reie 
Zeit | cm | Pepe | aciditét HCI | com | Fe? | Aciditat | HCI 
12° | 23 | 001 | 3,3 | 0,01 45 18 

1 | 18 | Oo1 | }55 20/22 | 001 | 45 20 

1” | 22 | 001 3,2 0,01 50 20 

2 1 15 |\ :, , 24 0,01 45 20 
9» ] 1,0 { 0,008 \ 60 \ 35 1.8 \o 008 | \ 50 \ 25 
3 | 05 1,4 ; | j~ 
3° | 03 $0,004 $72 ($35 | 1,1 0,008 

4 | o2 | 0'8 - “ 
4* || Spur 0,6 0,0064 | [~~ 

5 | — 0,3 

530 | S ur 

6 - — 





9,8 com Gesamtmenge 17.1 cem Gesamtmenge 
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Versuch 3, 4. 


9h Beginn des Kontrollversuches: 
Schlundsonde verabreicht. 
Hund M. 


Folgende 


200 com Wasser mit der 
,,. Normalsekretion*‘ 


Hund N 








0,9 
0,7 
0,4 
0,2 


Saftmenge 


ecm 


Zeit 


G3o 
10 
10% 
1] 

1 1 30 


Saftmenge 
ecm 
2,2 
0,8 
0,4 
0,2 
Spur 
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aye 


ecm Gesamtmenge 


3,6 com Gesamtmenge 


12h Versuch mit 200 ccm Kalomellollésung. 





Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ecm 

2.4 | 123° 3.3 
1,1 | 2,0 
2.0 a 3,2 
1,1 2 2,5 
0.9 aes 1,8 
0,6 3 1,2 
0,6 ad 1,0 
0,6 4 0,7 
0,3 4%° 0,5 
0,2 5 0,3 
5* 0,2 





9.8 ccm Gesamtmenge | 


Zu Versuch 1 nachstehende 





———— 


16.7 ecm Gesamtmenge 


Kurve: 
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Figur 14. 
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Kalomel steigert also ebensowohl die Magensaftsekretion 
wie Kalomellol, wahrend indessen ersteres nur eine Steigerung 
auf das ca. 1'/,fache bewirkt, bringt dieses eine solche auf das 
4—6fache hervor. 

Am besten nimmt man diese quantitativen Unterschiede 
durch Vergleich der beiden Kurven wahr. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Aus unseren zahlreichen Versuchen geht mit groBer Deutlich- 
keit hervor, daB Kolloidlésungen véllig ausnahmslos steigernd 
wirken auf die Magensaftsekretion, gleichgiiltig ob der entspre- 
chende Korper in Ionen- resp. Metallform hemmend wirkt (Fe “’ 
Wismuthydroxyd), oder indifferent (Wismut, Gold, Platin), oder 
endlich auch steigernde Wirkung hat (Kalomel). 

In bezug auf die Konzentration des Magensaftes waren wesent - 
liche Unterschiede nicht wahrzunehmen; die Aciditaét sank ge- 
wohnlich ein wenig, wihrend der Pepsingehalt etwas stieg. 

Zur Beurteilung der Versuchsergebnisse kommen verschiedene 
Gesichtspunkte in Betracht. 

Die von uns verwendeten Kolloide waren simtlich von groBer 
Bestindigkeit gegen Alkali oder Neutralsalzzusatz, wurden aber, 
wie wir uns durch entsprechende in vitro - Versuche tiberzeugten, 
durch wenige Tropfen einer Saiure selbst von der Konzentration 
der Magensalzsaure in kurzer Zeit ausgeflockt; wurde der suspen- 
dierte Niederschlag jedoch mit einigen Tropfen verdiinnter Atz- 
alkali- oder Alkalicarbonatlésung versetzt, so erfolgte bei Eintritt 
der alkalischen Reaktion wieder glatte Auflésung der Ausflockung. 

Da nun der Magensaft fast stets sauer reagiert, miissen wir 
annehmen, daB kurze Zeit nach Einfiihren der Lésung durch die 
einsetzende Sekretion Ausfillung bewirkt wird. 

Eine Schutzwirkung von seiten des Eiweibgehaltes des 
Magensaftes findet nicht statt. Weitere in vitro - Versuche 
zeigten uns, da8 Magensaft ebenso schnell Ausflockung hervor- 
bringt wie Salzsiure von derselben Konzentration und Menge. 


Kommt aber der Niederschlag in den Darm, so wird er hier 
durch die alkalischen Fliissigkeiten wieder in Lésung gebracht. 
Man kénnte daher vielleicht die Annahme machen, daB die 
Sekretionssteigerung durch Reflex vom Darm aus bewirkt wird, 
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obgleich bisher bloB Beispiele von Sekretionshemmung durch 
Reflex bekannt sind — wir erinnern an die bekannten Erschei- 
nungen bei den Fetten. 

Andernfalls miiBte man annehmen, daB der kolloidale Nieder- 
schlag im Magen die steigernde Wirkung hervorbringt, die bei 
der Unléslichkeit desselben in saurer Fliissigkeit, vielleicht durch 
die groBe Oberfliche und feine Verteilung bedingt wird. 

Nach beiden méglichen Annahmen ist zu erwarten, daB wir 
dieselbe Steigerung erhalten, wenn wir statt der Kolloidlésung 
eine aufgeschliammte Ausflockung derselben verfiittern. 

Ein von uns in dieser Richtung angestellter Versuch be- 
stitigt dies: 

Wir nahmen 200 ccm einer Lysarginlésung von derselben 
Konzentration wie sonst (0,05%), setzten ihr aber zwei Stunden 
vor dem Verabreichen 2 ccm sauer reagierenden Magensaftes zu; 
den hierdurch bewirkten Niederschlag brachten wir vor dem Ein- 
geben durch Schiitteln zur Suspension. 

Das Resultat war folgendes: 

Um 9h erhalt der Hund 200 ccm Wasser; hierauf folgende 
Sekretion: 


CPM ese se scan esis & Qe 
ee ee oe er ee a ee 
Wn 6g Stee ee ke 
/ phe es ge ees ee Se 
Se a ow Dee ee Se 
eee Se ew Oe 
1230 i ~_ 
Hierauf erhalt er 200 ccm der aufgeschwemmten Lysargin- 
ausflockung. 
oR se cds ee kx « 5 Oe 
Bog oe BS & SAS oe 
Pn ek SOR ee Oe 
ek eo ek ee ee oe 
a ae ae a ae sd 
riage es as ars <n =e oe 
oe ee ee a ee ee Ss a 


10,2 cem 
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Also auch eine Steigerung wie bei der Lysarginlésung. 

Von einer spezifischen Wirkung konnten wir bei den einzelnen 
Kolloiden nicht viel merken; in Betracht kommt nur die eigen- 
artige Form der Arsenkurve, sowie der Umstand, da8 von den 
vier Versuchen mit Ferrihydroxyd coll. einer keine Steigerung, 
sondern sogar eine gelinde Hemmung ergab. 

In diesen Fallen ist die Wirkung vielleicht darauf zuriick- 
zufiihren, daB ein Bruchteil der Lésung insofern verandert wird, 
daB er in Jonenform iibergeht. Eine groBe Rolle kann dieser 
Vorgang aber sicher nicht spielen, da sonst die Mannigfaltigkeit 
der Wirkungen viel gréBer sein miiBte (1). 

Wir sehen aber immer dasselbe Bild: in allen Fallen eine 
mehr oder minder groBe Steigerung. Zur Erklarung der immerhin 
bedeutenden quantitativen Unterschiede braucht man _ eine 
spezifische Wirkung nicht heranzuziehen. V6llig vergleichbar 
waren ja die Konzentrationen unserer Kolloidlésungen nicht, 
wenn sie auch immer 0,05% der festen Kolloidsubstanz enthielten. 

Abgesehen vom wechselnden Eiweibgehalt, der selbstverstand- 
lich die Kolloidkonzentration in verschiedenem Grade herab- 
driickte, spielen ja noch Atom- resp. Molekulargewicht, Teilchen- 
groBe, Teilchenzahl und andere Faktoren eine wesentliche Rolle, 
deren Bestimmung mit auBerst groBen experimentellen Schwierig- 
keiten verkniipft ist. 

Vorlaufig erscheint uns jedenfalls die Ansicht nicht vollig 
unbegriindet, daB, wenn wir unsere Lésungen nach allen diesen 
Richtungen vergleichbar machen kénnten, wir auch in quantita- 
tiver Hinsicht identische Resultate bekommen hatten. 

Es scheint sich um eine generelle Wirkung des kolloidalen 
Zustandes zu handeln, nicht um eine individueile der einzelnen 
Kolloide. 

Um zum Schlu8 noch ein anschauliches Bild der Wirkung 
der verschiedenen Kolloidsubstanzen zu geben, bringen wir eine 
Vergleichstabelle von den untersuchten Kolloiden, mit Angabe 
der Sekretionszeiten in halben Stunden — im Kontrollversuch 
mit Wasser waren es stets 4—5 halbe Stunden — und der Gesamt- 


menge des secernierten Saftes in Kubikzentimetern. 

Der leichteren Ubersicht und Vergleichbarkeit wegen sind 
die Zahlen fiir die secernierte Saftmenge simtlich umgerechnet auf 
eine ,,Wassersekretion“ von 10 ccm, haben also nur relativen Wert. 
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Betrug z. B. die ,,Wassersekretion’ 5 ccm, die ,,Kolloidsekre- 
tion’ 8 ccm, so wurde die Zahl 16 angegeben: 
8 x 10 
_-= 


Aus den verschiedenen Versuchen mit derselben Substanz 
wurde der Mittelwert genommen. 


16. 





Secernierte Menge 


Substanz Sekzotions anaer fiir eine Wasser- 
' in halben Stunden : 
| sekretion von 10 ccm 
Collargol | 6 16 
Lysargin 7 16 
Hyrgol 9 29 
Wismut 7 18 
Gold 8 21 
Platin x 23 
Palladium s 22 
Arsen 10 53 
Schwefel 7 19 
Selen 8 20 
Bismon 8 20 
Kalomellol 10 46 


Benutzte Literatur. 
1) Feigl, Diese Zeitschr. 6, 17 ff. u. 46 ff., 1907. 
2) Lottermoser, Ober anorganische Kolloide. Stuttgart 1901. 
3) Bredig, Zeitschr. f. angew. Chem. 1898, 951. 
4) Paal, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2224; 38, 526, 1398, 1406, 2414. 
5) Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen. Wiesbaden 1898. 
6) Credé, Miinch. med. Wochenschr. 1906, Nr. 24; Zeitschr. f. arztl. 
Fortbildung 1904, Nr. 20. 
7) Joseph, Dermatolog. Centralbl. 10, Nr. 12. 
8) Wichmann, Therap. Monatsh., August 1905, Mai 1907. 
9) Kinner, Miinch. med. Wochenschr. 1903, Nr. 29. 
10) Beyer, Uber Verwendung kolloidaler Metalle. Moderne Arztliche 
Bibliothek, Heft 6. 








Gasstoffwechsel bei urimischen Hunden. 


Experimentelle Untersuchungen. 


Von 


S. La Franea. 


(Aus dem Institut fiir Allgemeine Pathologie der Universitat zu Neapel 
[Direktor: G. Galeotti].) 


(Eingegangen am i4. Dezember 1907.) 


Das Studium der Oxydationsprozesse bei Nephritis und 
speziell bei Urimie ist in jeder Hinsicht von ziemlich grofer 
Wichtigkeit ; dennoch fehlt es an diesbeziiglichen Untersuchungen. 

Die Arbeiten von Hannover'!), der, wie v. Noorden her- 
vorhebt, der einzige ist, welcher bei Nephritikern das Verhalten 
der Oxydationen erforscht hat, sind unvollstandig. Er sah, daB 
der Patient mit Schrumpfniere, an dem er seine Untersuchungen 
vornahm, per Kilogramm und Minute 0,142 CO, ausatmete, 
wahrend er als Normalwert 0,137 gefunden hatte. 

Die Wichtigkeit dieser Frage hat mich veranlaBt, sie experi- 
mentell zu studieren, indem ich die Menge des aufgenommenen 
O, ‘und des ausgeschiedenen CO,, sowie den respiratorischen 
Quotienten bei Tieren bestimmte, bei denen eine Ligaturunter- 
bindung der Harnleiter stattgefunden hatte, ferner bei solchen, 
denen die Nieren exstirpiert waren. 

Die beim Auffangen der von dem Tiere ausgeatmeten Luft 
hefolgte Methode ist derjenigen ahnlich, welche Agazzotti*) bei 
Untersuchung der Atmung von Meerschweinchen verwendete. 

Ein Hund von kleinem Kérpergewicht wurde in einen Metall- 
kafig eingeschlossen, der auf einer Zinkplatte stand und mit 


1) Hannover, CO,-Ausscheidung des Menschen bei verkleinerter 
Lungenoberfliche. Zeitschr. f. Biol. 16, 542, 1878. 
2) Agazzotti, Laboratoire scientifique international du Mont Rosa. 


Travaux de l'année 1903. 
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einer Wanne aus Krystal] bedeckt war. Auf die Platte gebrachte 
gesattigte NaCl-Lésung verhindert das Eindringen der Luft in 
die Wanne unterhalb der Rander. Auf dem Deckel der Wanne 
sind drei Lécher angebracht; durch eines dieser Lécher geht eine 
Glasrohre, die bis zum unteren Teil des Kiifigs eindringt und deren 
anderes Ende mit einem Schlauch verbunden ist, der durch das 
Fenster ins Freie fihrt. 

Auch durch die beiden andern Lécher gehen Glasréhren, von 
denen eine bis nach unten, in gleicher Héhe mit der vorigen, 
reicht, die andere bis zur Héhe des Kafigs, wahrend sie auf der 
andern Seite durch eine T-férmige Réhre verbunden und mit 
einem GefaB aus Zink von wohlbekannter Kapazitit in Ver- 
bindung gesetzt sind. Dieses GefiB, das mit gesittigter NaCl- 
Lésung gefiillt ist, wird 2 m hoch suspendiert und mit einem 
andern ganz gleichen leeren GefaB durch einen mit Hahnen ver- 
sehenen Gummischlauch in Verbindung gesetzt. 

Man kann sich also leicht vorstellen, daB die Luft, wenn 
man die Hiahne 6ffnet, auf diese Weise aus dem Kiafig in das 
GefaB, das sich allmahlich entleert und von drauBen in den Kafig 
aspiriert wird. 

Ein jedes dieser GefaiBe aus Zink fabte 17134 ccm. 

Die so aufgefangene Luft wurde mit dem Grandisschen 
Apparate vermittels Atzkali und alkalischer Pyrogallollésung 
analysiert*). 

Da sich in den GefaiBen mitunter kleine Salzansammlungen 
bildeten, die zu den Hahnen gelangten und ihr Lumen einengten, 
und da auch zuweilen die Offnung der Klappe mehr oder weniger 
ungehindert erfolgte, so war die AbfluBzeit nicht immer bei allen 
Bestimmungen genau dieselbe, weshalb sie in jedem einzelnen 
Falle gemessen werden mubte. 

Von den Bestimmungen, die ausgefiihrt wurden, wahrend 
das Tier noch gesund und normal war, habe ich nur einige an- 
gefiihrt, namlich diejenigen, welche dem Tage der Operation un- 
mittelbar vorhergingen. Von den Resultaten dieser Bestimmungen 
habe ich auch die Durchschnittszahlen beigefiigt, die so den 
normalen Gasstoffwechselaustausch der Versuchstiere wieder- 
geben. Ich fiihrte stets taglich zwei Bestimmungen aus, und zwar 





1) Grandis, Arch. Ital. de Biologie, Tome 29, fase. I, II. 
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eine zwischen 9 und 10 Uhr vormittags, die andere zwischen 
4 und 6 Uhr nachmittags. 

Oft habe ich einige Bestimmungen mehrmals wiederholt, um 
der Genauigkeit meiner Resultate sicherer zu sein. 

In den fiir jedes Experiment beigefiigten Tabellen finden sich 
alle Angaben iiber diese Bestimmungen, und zwar: 

der barometrische Druck und die Temperatur der Umgebung, 
Werte, die mir dazu dienten, die volumetrischen Angaben der 
Analyse der ausgeatmeten Gase auf Gramme zu reduzieren; 

die erwahnten volumetrischen Angaben als Prozentsatze der 
analysierten Luft; 

die absorbierten Volumina von Sauerstoff und der in einer 
Minute und in einer Stunde ausgeschiedenen CO,; 

die in einer Stunde absorbierten und ausgeschiedenen Ge- 
wichtsmengen von O und CO,; 

die vorhin erwaihnten Mengen derart auf das Gewicht des 
Tieres reduziert, daB sie bei den verschiedenen Experimenten 
miteinander verglichen werden kénnen. 

Der Kiirze wegen benenne ich diese Werte: Menge des pro 
Kilogramm/Stunde absorbierten Sauerstoffes und Menge der pro 
Kilogramm/Stunde ausgeschiedenen CO,. 

Den respiratorischen Quotienten in volumetrischen Einheiten. 

Aus der nebenstehenden Tabelle erstes Experiment ergibt sich : 

Der respiratorische Quotient schwankt unter normalen Be- 
dingungen beim Hunde zwischen 0,71 und 0,73, steigt wenige 
Stunden nach der Operation auf 0,91, geht dann wieder bedeutend 
herunter bis zur Ziffer 0,51; die Menge des absorbierten (pro 
Kilogramm des Tieres und pro Stunde berechneten) Sauerstoffs, 
die bei diesem Tiere unter normalen Bedingungen im Durchschnitt 
1,89 betriigt, steigt sogleich nach der Operation etwas und nimmt 
spiter ab; die Menge der ausgeschiedenen CO,, die die normale 
Durchschnittsziffer 1,92 hat, nimmt nach der Operation bedeutend 
zu, bis 2,97, und spater wieder ab bis zum friiheren Betrage. 

Wie ich in der Tabelle bemerkt habe, verendete das Tier 
wihrend der Nacht, weshalb wir nicht wissen, welche Anderungen 
des Gasaustausches in den letzten Lebensstunden eingetreten 
sind. Es wire wohl von Nutzen gewesen, diese Modifikationen 
bei diesem Tiere zu verfolgen, bei dem Schwankungen so rasch 


eintraten. 
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Sodann muff man hier die wichtige Tatsache im Auge be- 
halten, daB dem Sinken des respiratorischen Quotienten eine Ver- 
minderung der Menge der ausgeschiedenen CO, und des absor- 
bierten O, entsprach. 

Dieses zweite Experiment (siehe 8. 184) ist, wie man sieht, un- 
vollstiaindig; dennoch lassen sich die erhaltenen Angaben nicht nur 
verwerten, sondern sie bieten auch bemerkenswerte Einzelheiten. 

Der respiratorische Quotient, der bei diesem Hunde als nor- 
male Durchschnittsziffer 0,74 betrug, blieb in den ersten Stunden 
nach der Operation unverindert, stieg aber am folgenden Tage 
auf 0,88 und blieb ungefahr auf dieser Héhe, um dann am letzten 
Lebenstage des Tieres wieder zu sinken. 

Die Menge des absorbierten Sauerstoffs, deren Durchschnitts- 
ziffer 1,44 betragt, nahm nach der Operation unbedeutend zu 
und dann ab wihrend der der Agonie vorausgehenden Lebens- 
zeit des Tieres. 

Die Menge der abgegebenen CO, nahm 24 Stunden nach der 
Operation bedeutend zu, da sie von der normalen Durchschnitts- 
ziffer 1,51 bis auf 2,16 stieg — dann sank sie unter die normale, 
nimlich auf 1,09, als das Tier dem Tode nahe war. 

Die Resultate des dritten Experi- 
mentes (siehe S. 186) sind klarer und 
vollstindiger, weshalb ich es fiir an- 
gezeigt hielt, sie in der mit Fig. 1 ab- 
gedruckten graphischen Kurve kurz zu 
wiederholen. 


Noch ¢er Operation 
a 


rT 






Aus diesem Experiment ersieht man 
sofort, daB der resp. Quotient wahrend 
der 24 Stunden nach Unterbindung der 
Harnleiter sich nicht merklich anderte, 
dagegen zwei Tage nach der Operation 
bedeutend stieg; dann sank er wieder 
unter die Norm, um alsdann in den letz- 
ten Lebensstunden des Tieres wieder zu 
steigen. 

Die Menge des absorbierten Sauer- 
stoffs und die der ausgeschiedenen CO, Taps oo Uaperense 


si ‘ Figur 1. 
folgten wihrend des ersten Abschnitts o 


nach der Operation dem resp. Quotienten, d.h. sie nahmen zu; 
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sie nahmen aber bedeutend ab wih- 
rend des der Agonie vorausgehen- 
den Abschnitts, wohingegen der 
resp. Quotient sich erhdhte. 
Einen betrichtlichen Grad er- 
reichte die Ausscheidung der CO, 
einen Tag nach der Operation, da 
die Menge dieses Gases die Ziffer 
2,20 pro kg/Stunde erreichte, gegen- 
iiber einer normalen Durchschnitts- 
ziffer von 1,49; gegen Ende des Ex- 
perimentes betrug die ausgeschie- 
dene CO, pro kg/Stunde 0,38. 
Auch ist zu bemerken, da® 
die Lahmungserscheinungen auf- 
zutreten beginnen, wenn der resp. 
Quotient unter die Norm sinkt. 
Die Ergebnisse des  vierten 
Experimentes (siehe S. 188) zeigen 
sich sofort, wenn man einen Blick 
auf die in Figur 2 wiedergegebene 
graphische Darstellung wirft. Die 


Kurven dieser Figur zeigen —2,5,_"em™ 


——— 


ein ahnliches Verhalten wie 
die der Figur 1. 

Der resp. Quotient er-  **f 
héht sich an dem auf die ,,|- 
Unterbindung der Harnlei- 
ter folgenden Tage bis auf 
1,10; zwei Tage nach der 
Operation beginnt er zu 
sinken. Er steigt sodann be- 
trichtlich an dem Tage, an 
welchem das Tier stirbt. 

Aus den in Figur 3 wie- 
dergegebenen Kurven er- 
sieht man sogleich die Re- 





sultate des fiinften Ex- 
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perimentes (siehe S. 189). 
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190 S. La Franca: 


Der resp. Quotient entfernt sich nicht von der Norm nach 
der ersten Nephrektomie; dagegen erhéht er sich ca. 12 Stunden 
nach Exstirpation der zweiten Niere, um dann wieder zu sinken, 
wenn die Anzeichen der Uramie beginnen; am letzten Lebens- 
tage des Tieres endlich steigt er bis auf 1,12. Die Menge Kohlen- 
siureanhydrid und die Menge des absorbierten Sauerstoffs nehmen 
nach der ersten Operation zu, nach einigen Tagen wieder ab und 
steigen sehr hoch nach der zweiten Nephrektomie, wenn die 
ursimische Vergiftung beginnt, sie sinken dann betrachtlich in 
der der Agonie vorausgehenden Periode. 

Wie man auch aus den in Figur 4 wiedergegebenen Kurven 
ersieht, sind die Resultate des sechsten Experimentes (siehe 
S. 191) denjenigen des vorhergehenden ganz ahnlich. 

Der resp. Quotient andert sich nicht in bemerkenswerter 





a ‘WERE ERE ERE Weise nach der 
{ | | ; 
: ersten Operation. 
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it | Zwei Tage nach der 
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| | 4 / auf 0,92, sinkt von 
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denen Kohlensau- 
reanhydrids _neh- 
men nach der ersten 
Operation etwas zu; 
nachdem_ sie_ in 
*% wenigen Tagen zur 
Figur 4. Norm __zuriickge- 


Tage Ger Experimente 


kehrt sind, nehmen sie wiederum zu nach der Exstirpation der 


zweiten Niere; in der der Agonie vorausgehenden Periode gehen 
sie bis zu sehr niedrigen Ziffern herab (0,52 bzw. bis 0,56). 

Das siebente Experiment (siehe S. 192) ergibt die folgenden 
Daten: 
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1. Nach der Exstirpation der ersten Niere zeigt sich eine 
rasche Vermehrung der CO, und des absorbierten Sauerstoffs, 
wahrend der resp. Quotient unverandert bleibt. 

2. Nach der zweiten Nephrektomie hat sich der resp. Quo- 
tient erhéht, worauf er die Tendenz zeigte, zur Norm zuriick- 
zukehren. 

Die Menge der Gase ist gleichfalls hoch geblieben, wobei sie 
jedoch Schwankungen erfuhr. 

Am letzten Lebenstage des Tieres ergab sich bei noch be- 
merkenswerterer Erhéhung des resp. Quotienten eine starke Ab- 
nahme der Oxydationen. 

Das Tier lebte nicht so lange wie die anderen und verlor 
von Anfang an die gewohnte Lebhaftigkeit. 

Das letzte Tier zeigte eine auBerordentliche Resistenz; wie aus 
der nachstehenden Tabelle (achtes Experiment, S. 194) ersichtlich, 
hat es linger als 7 Tage ohne Nieren gelebt und, wie es wenigstens 
den Anschein hatte, gar keine Vergiftungserscheinungen irgend 
welcher Art gezeigt. 

Nach Exstirpation der ersten Niere trat eine ganz leichte 
Erhéhung des resp. Quotienten und eine Zunahme der Menge 
der ausgeschiedenen CO, ein; dann kehrte alles zur Norm 
zuruck. 

Nach Entfernung der zweiten Niere zeigte sich am folgenden 
Tage Erhéhung des resp. Quotienten und eine leichte Zunahme 
der Menge des Gasstoffwechsels, die jedoch nie eine sehr hohe 
Ziffer erreichte. 

Der resp. Quotient, der ebenfalls bis zum vorletzten Tage 
schwankte, zeigte fortwahrend einen niedrigen Wert. 

Am Vormittag des letzten Tages wurde eine Abnahme der 
Menge des absorbierten O, und des ausgeschiedenen CO, kon- 
statiert und, wie gewohnlich, eine Erhéhung des respiratorischen 
Quotienten. 


Zusammenfassung und SchluBfolgerungen. 
Die Hunde, an denen ich meine Experimente machte, wider- 
standen im Durchschnitt 4—5 Tage; einer, der achte, lebte nach 
der beiderseitigen Nephrektomie sogar noch 7 Tage. — Diese 


Resistenz ist viel gr6éBer, als diejenige, welche man friiher nach 
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Colasantis Experimenten') angenommen hat und die Prevost 
und Dumas auf 42 Stunden festsetzten, Cl. Bernard?) auf 
50—75 Stunden. Erwachsene Tiere zeigten gréBere Resistenz 
als junge. 

In den betreffenden Tabellen habe ich die wichtigsten Er- 
scheinungen verzeichnet, welche die Tiere darboten: ich halte 
es aber nicht fiir iiberfliissig, auf den fast konstant beobachteten 
Symptomenkomplex aufmerksam zu machen, um so mehr, als 
er von der Beschreibung abweicht, die von anderen Autoren, 
welche sich mit Exstirpation der Nieren beschaftigt haben, ge- 
geben worden ist. 

Nach der ersten Periode, waihrend welcher das Tier mehr 
oder weniger lebhaft ist, meistens aber kein bemerkenswertes 
Zeichen einer Stérung darbietet, erscheinen als Merkmale der 
vorgeschrittenen Autointoxikation Stérungen im Gehen, nament- 
lich an den hinteren Extremitaten. 

Das letzte Tier, das am liebsten liegen bleibt, scheint betaubt 
zu sein, wenn man es zwingt, sich zu erheben und umherzugehen; 
seine Bewegungen sind langsam, gehemmt und fast mihsam; 
seine Beine bewegt es schwerfallig. 

In einer weiter vorgeschrittenen Phase kann das Tier 
sich erst nach wiederholten Anstrengungen erheben, und _ bei 
weiterem Fortschreiten des Autointoxikationsprozesses werden 
die hinteren Extremitaten vollstandig gelahmt. Die vorderen 
Gelenke dagegen fahren fort zu funktionieren, wenigstens in der 
Mehrzahl der Fille, bis kurz vor der langen Periode, die der Agonie 
vorausgeht. Dann sind auch die Bewegungen des Kopfes erschwert 
und das auf dem Boden hingestreckte Tier kann sich nicht be- 
wegen; es atmet miihsam und wird durch haufige Versuche, sich 
zu erbrechen, erschiittert. 

Ich fiihre diese Verinderungen des Befindens der operierten 
Tiere an, weil sie offenbar in engster Beziehung zu den Modifika- 
tionen der Oxydationsprozesse und des Gasstoffwechsels im all- 
gemeinen stehen. 

In der Mehrzahl der Fille war es mir nicht vergénnt, beim 
Tode der Tiere zugegen zu sein; in den Fillen aber, bei denen 


1) Colasanti, Ricerche esequite nell’ Istituto di Farmacologia speri- 
mentale. 2, 3. 4, Jahre 1895, 1896, 1899. 
2) Vgl. Luciani, Fisiologia dell’ Uomo. Soc. Ed. Libr., Milano. 
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ich zugegen war, beobachtete ich keine Konvulsionen. Diese 
Tatsache wurde auch von Ignatowsky') bei Kaninchen kon- 
statiert, bei denen er durch beiderseitige Nephrektomie und 
Unterbindung der Harnleiter Uraimie hervorgerufen hatte. 

Das Erbrechen begann stets am letzten Tage; dagegen konnte 
ich schon von den ersten Tagen an das Eintreten von Diarrhde 
beobachten. 

Und nun fasse ich die Resultate meiner Bestimmungen tiber 
den Gasstoffwechsel zusammen. Vor allem ist zu bemerken, daB 
die erhaltenen Resultate bei allen meinen Experimenten so ziem- 
lich iibereinstimmten, und zwar sowohl bei den Tieren mit unter- 
bundenen Harnleitern als bei denen, welchen beide Nieren exstir- 
piert wurden. 

Das will sagen, daB die Modifikationen des Gasstoffwechsels 
in Wahrheit der Stauung von Produkten zugeschrieben werden 
miissen, welche die Niere ausscheiden soll, und nicht dem Feblen 
der Nieren. 

Wenn ich die Resultate meiner Beobachtungen schematisch 
zusammenfasse, so kann ich die SchluBfolgerung ziehen, dab 
der respiratorische Quotient sich zu andern beginnt, indem er 
einige Zeit nach der Operation wachst, wahrscheinlich wenn die 
Wiederresorption der Harnbestandteile beginnt. Hierauf ver- 
mindert er sich beinahe immer wieder bis zur normalen Hohe 
und steigt bedeutend wahrend der der Agonie des Tieres voraus- 
gehenden Periode. 

Die Mengen des ausgeschiedenen CO, und die des absor- 
bierten Sauerstoffs (berechnet pro Stunde und Kilogramm des 
Tieres) nehmen nach der Operation zu und nehmen bedeutend 
ab, wenn das Tier dem Tode nahe ist. 

Nach der in zwei Abschnitten ausgefiihrten beiderseitigen 
Nephrektomie treten, bei den verschiedenen Experimenten iiber- 
einstimmend, folgende Erscheinungen ein: Der respiratorische 
Quotient andert sich nicht nach Exstirpation der ersten Niere, 
nach Exstirpation der zweiten verhalt er sich wie bei den Tieren 
mit unterbundenen Harnleitern; d.h. er erhdht sich einige Zeit 
nach der zweiten Operation, sinkt wieder und steigt betrachtlich 
am Ende des Experimentes. Die Werte, welche die Menge des 


1) Ignatowsky, Journ. de Physiol. e Pathol. génér. 1906, 6. 
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pro Stunde und Kilogramm des Tieres absorbierten Sauerstoffs 
und der ausgeschiedenen Kohlensiure reprisentieren, verhalten 
sich fast zueinander parallel; nach der ersten Operation nehmen 
sie zu, werden nach 4 oder 5 Tagen wieder normal, steigen be- 
trichtlich nach Exstirpation der zweiten Niere und sinken bis 
zu Ziffern, die weit unter den normalen liegen, wenn das Tier 
dem Tode nahe ist. 

Fiigen wir einige Worte zur Erklarung dieser Tatsachen 
hinzu. 

Bekanntlich bedeuten die Schwankungen des respiratorischen 
Quotienten Verainderungen der Natur der Oxydationsprozesse. 
Wenn z. B. der respiratorische Quotient sich erhéht, so kann 
man sagen, daB Oxydationen von Kohlenstoffatomen vorherrschen, 
wenn er sich vermindert, da8 unvollstandige Oxydationen vor- 
wiegen, d. h. die Fixierung von Sauerstoff auf organischen 
Molekiilen, die einen gewissen Grad der Komplexitat beibehalten. 
Die Schwankungen bei den Mengen der abgegebenen Kohlensiure 
und des absorbierten Sauerstoffs (berechnet, wie gewdhnlich, pro 
Stunde und Kilogramm des Tieres) repriasentieren jedoch vor- 
zugsweise die Schwankungen bei der Messung der Oxydations- 
prozesse, obgleich sie zum Teil von der Natur dieser Prozesse 
abhiangen. 

Mithin sind diese drei Werte geniigende Anzeichen der Art 
und Weise, wie die Oxydationsprozesse im Organismus vor sich 
gehen. Wie schon gesagt, beweisen meine Bestimmungen, dab, 
sobald die urimische Intoxikation beginnt, die Mengen des absor- 
bierten Sauerstoffs und der ausgeschiedenen Kohlensaure zu- 
nehmen und auch der respiratorische Quotient sich erhéht. Dies 
bedeutet, daB die Oxydationsprozesse in gréBerem MaBe auf voll- 
stiindigere Weise vor sich gehen; das ist offenbar ein Kompensa- 
tionsversuch des Organismus, um der Insuffizienz der Nieren ab- 
zuhelfen und durch Oxydationen die Produkte des Stoffwechsels 
zu zerstoren, die nicht durch die Harnwege ausgeschieden werden 


kénnen. 

Wenn jedoch die urimische Intoxikation eine so schwere 
ist, daB sie eine tiefgehende Veriinderung der Mechanik der 
Atmungsorgane bewirkt, dann nehmen die Oxydationsprozesse 
ab. Daraus erkliirt es sich, daB die Mengen des ausgeschiedenen 
Kohlensaureanhydrids und des absorbierten Sauerstoffs bis auf 
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sehr niedrige Ziffern heruntergehen, daB infolge der verminderten 
Lungenventilation die Kohlensaure sich in der ausgeatmeten Luft 
anhauft und der respiratorische Quotient sich erhdéht. 

Beziiglich der Hunde, bei denen die beiderseitige Nephrek- 
tomie in zwei Abschnitten ausgefiihrt wurde, mu8 ich noch hin- 
zufiigen, daB wir uns die Gestaltung der Kurven leicht erkliren 
kénnen, welche die Mengen der ausgeschiedenen Kohlensaéure und 
des absorbierten Sauerstoffs in der auf die erste Operation folgen- 
den Periode darstellen. 

In der Tat ist es natiirlich, daB nach Exstirpation der ersten 
Niere (dies beweisen auch andere Experimente — vgl. Lojacono, 
Centralbl. f. allg. Pathol. 1907) eine gewisse Stauung von Stoff- 
wechselprodukten im Blut eintritt; deshalb ist es leicht ver- 
stindlich, daB die Oxydationsprozesse zunehmen miissen. 

Wenn dann die tibriggebliebene Niere hinlanglich stark wird, 
um das fehlende Organ zu ersetzen, alsdann kehren auch die 
Oxydationsprozesse zur Norm zuriick. 

An letzter Stelle ware noch zu erwahnen, daB die von mir 
besprochenen Veranderungen im Gasstoffwechsel héchst wahr- 
scheinlich auch von denjenigen Veraénderungen des Blutes ab- 
hangen, welche die urimische Intoxikation begleiten. Dies sind 
entweder Verinderungen des Zustandes der roten Blutkérperchen 
und ihrer Fahigkeit, den Sauerstoff chemisch zu binden und 


weiter zu beférdern oder Veranderungen der Zusammensetzung 
des Blutplasmas und speziell der Eigenschaft des letzteren, die 
man mit dem Ausdruck Alkalescenz bezeichnet. — Daraus ergibt 
sich deutlich die Notwendigkeit, eine andere Seite des Problems 
zu studieren, namlich zu bestimmen, wie sich die Blutgase bei 
der uraimischen Intoxikation verhalten. Mit der Lésung dieses 
Problems gedenke ich mich in nichster Zeit zu beschaftigen. 














Zur Chemie des Lecithins. 


Bemerkungen zu der Arbeit von J. Bang: 
,,Biochemie der Zelllipoide“ in den Ergebn. d. Physiologie 


6, 131, 1907. 
Von 


Paul Mayer, Karlsbad. 


(Eingegangen am 2. Januar 1908.) 


Zur Chemie des Lecithins habe ich zwei Mitteilungen') in 
dieser Zeitschrift ver6ffentlicht, auf deren Inhalt J. Bang in 
seiner oben erwahnten Zusammenfassung mehrfach Bezug nimmt. 

Zuerst habe ich mitgeteilt, daB Lecithin durch lipolytische 
Fermente nach Art der Neutralfette spaltbar ist, und daB man 
dieses Verhalten benutzen kann, um aus vorher racemisiertem 
Lecithin den optischen Antipoden des gewdéhnlichen rechts- 
drehenden Lecithins darzustellen. 

J. Bang spricht nun allen friiheren Arbeiten, die nicht mit 
dem nach der Erlandsenschen Methode dargestellten Lecithin 
ausgefiihrt sind, jeden Wert ab. Er zieht die Spaltbarkeit des 
Lecithins durch Lipase in Zweifel und halt die Existenz des 
optischen Antipoden nicht fiir bewiesen. 

Die Grundlagen nun, auf die Bang seine Zweifel stiitzt, 
sind recht eigentiimlich; sie basieren allein auf der apodiktischen 
Behauptung, daB das beniitzte Ausgangsmaterial, das _ ,,Agfa‘‘- 
Lecithin, fiir derartige Untersuchungen nicht benutzt werden 
diirfe. 


1) P. Mayer, Uber die Spaltung der lipoiden Substanzen durch 
Lipase und die optischen Antipoden des natiirlichen Lecithins, diese 
Zeitschr. 1, 39, 1906; Uber Lecithinzucker und Jecorin sowie iiber das 
physikalisch - chemische Verhalten des Zuckers im Blut, diese Zeitschr. 
1, 81, 1906. 
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Wenn es auch ganz auBer Diskussion steht, daB dieses Handels- 
produkt im chemischen Sinne nicht absolut rein ist, und Er- 
landsen sich um die Reindarstellung wie tiberhaupt um die 
Chemie des Lecithins besondere Verdienste erworben hat, so 
steht andererseits die Verwendbarkeit desselben fiir die von mir 
bearbeiteten Fragen auBer Zweifel. Friiher habe ich die Analysen- 
zahlen des von mir beniitzten ,,Agfa‘‘-Lecithins mitgeteilt. Ver- 
gleicht man diese Zahlen mit den von Erlandsen fiir reinstes 
Lecithin erhaltenen, 

berechnet fiir 
Agfa-Lecithin Erlandsen-Lec. C,,H),NPO, 


( 65,0% 66,29%, 65,70% 
H 10,8% 10,17% 10,21% 
N 1,8% 1,87% 1,79% 
P 3,9% 3,95% 3,95% 


so ergeben sich fiir N und P, den typischen Lecithinkennzeichen, 
geradezu identische Werte, dagegen fiir H und C etwas abweichende 
Zahlen. Beachtet man aber, daB der C-Wert des von Bang 
allein anerkannten Lecithins von Erlandsen gegen die Theorie 
um 0,62, abweicht, so sieht man, daB die Differenz bei Lecithin 
Agfa sich ungefaihr in gleichen Grenzen (nach unten) bewegt. 
Es ist eine Splitterrichterei, auf Grund derartiger Differenzen 
die mangelnde Beweiskraft aller mit Agfa-Lecithin ausgefiihrten 
Untersuchungen zu proklamieren. 

GewiB ist die chemische Bruttozusammensetzung kein Beweis 
fiir die Einheitlichkeit; aber was das Lecithin verunreinigen kann, 
sind Phosphatide, die chemisch den Charakter des Lecithins 
haben, ganz gleichgiiltig, ob sie eine mehr oder minder gesattigte 
oder kohlenstoffreichere Fettsiure usw. enthalten mégen. Es steht 
daher auBer Frage, daB die Substanz, die den biologischen Be- 
griff des Lecithins verkérpert, mag sie einheitlich oder ein 
Gemisch von Homologen sein, die physiologisch wichtige Eigen- 
schaft besitzt, durch lipolytische Fermente spaltbar zu 
sein. 

Die Tatsache, daB Lecithin durch Kochen seiner alkoholischen 
resp. iitherischen Lésung racemisiert wird, hat schon Ulpiani 


gefunden. Ich habe sie beniitzt, um zunichst ein optisch-inaktives 
Lecithin in Substanz darzustellen. Daf bei der Prozedur der 
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Racemisierung eine partielle Spaltung der Verbindung unaus- 
bleiblich ist, habe ich friiher betont und bei der Reinigung des 
inaktiven Produktes entsprechend beachtet. Durch Waschen der 
aitherischen Lésung mit Wasser und Sodalésung wurden die 
eventuell entstandenen Spaltungsprodukte entfernt. Fiir das 
isolierte inaktive Lecithin fand ich seinerzeit N- und P-Werte 
(N = 1,98%, P= 4,06%), die den Charakter als Lecithin und 
die Abwesenheit irgendwie nennenswerter Mengen Spaltungspro- 
dukte beweisen. 

DaB die Racemisierung keine so sehr eingreifende Behandlung 
gewesen ist, wie Bang meint, folgt auBer aus den Analysen 
gerade aus der Tatsache der asymmetrischen Verseifbarkeit durch 
Enzyme. Es ist vollig unberechtigt, angesichts der Daten fiir 
das dargestellte |-Lecithin und das daraus bereitete d-glycerin- 
phosphorsaure Barium an der Existenz dieser Verbindung zu 
zweifeln. Nicht einmal eine Verschiebung der Saurereste an den 
Glycerinhydroxylen, die man zuerst hatte erwarten kénnen, 
tritt bei der Racemisierung ein. Denn sonst ware das inaktive 
Produkt nicht mehr asymmetrisch spaltbar; und wenn eine 
Verbindung, die vorher rechtsdrehend war, tiber die inaktive 
Phase in eine fast in gleichem Betrage nach links drehende Ver- 
bindung iibergefiihrt wird, und nebenbei die Analysen die gleiche 
Bruttozusammensetzung geben, so ist eben fiir chemische Begriffe 
der optische Antipode dargestellt. Daran wird nichts geandert, 
wenn das Ausgangsprodukt einen Drehungswert [«]p) = + 9,84 
und der optische Antipode — 8,59 zeigt. Bei einer Ferment- 
hydrolyse, zumal bei einem Korper von Lecithincharakter, kann 
man keine gréBere Ubereinstimmung verlangen; und ein Ver- 
gleich mit entsprechenden Fragen der Kohlehydrat-, Amino- 
siuren- und Polypeptidchemie wird auch Bang iiberzeugen, daB 
er bei seiner Kritik einer Selbsttauschung anheimgefallen ist. 

Ganz kurz méchte ich noch auf einige Punkte in den Aus- 
fiihrungen Bangs tber die Lecithin-Kohlehydratverbin- 
dungen eingehen. 

Bang betont, daB die von mir fiir Lecithinglucose erhaltenen 
Analysenzahlen dafiir sprechen, daB dieselbe ein Zersetzungs- 
produkt darstellt. Wer meine eigenen Ausfiihrungen und meine 
diesbeziiglichen Versuche genau gelesen hat, die mir zeigten, ,,wie 


kompliziert die Verhiltnisse liegen, und wie schwierig es ist, zu 
14* 
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richtigen Vorstellungen iiber die Vorgiinge, welche sich bei der 
Bildung der Lecithinglucose abspielen, und iiber diese selbst zu 
gelangen,“* der wird es nur selbstverstandlich finden, daB ich 
diese Méglichkeit durchaus zugebe. Ich habe auch in meiner 
Arbeit auf die erwahnte Elementaranalyse gar kein groBes Ge- 
wicht gelegt und ausdriicklich betont, daB eine Erklarung fiir die 
auffallende elementare Zusammensetzung erst durch eine 
gréBere Reihe von Analysen, die mit Produkten verschiedener Dar- 
stellungen vorzunehmen sind, geliefert werden kann. Wenn aber 
Bang meint, das Ergebnis der Elementaranalyse zum Teil darauf 
zuriickfiihren zu miissen, daB ich als Ausgangsmaterial das 
Agfa-Lecithin benutzt habe, so ist diese Annahme nach meinen 
obigen Erérterungen durchaus von der Hand zu weisen. Und 
was Bangs Bemerkung betrifft: ,,Infolgedessen darf man den 
Mayerschen Untersuchungen keine gréBere Bedeutung zu- 
messen,“* so habe ich darauf zu erwidern, daB Bang selbst ihnen 
recht groBe Bedeutung zugemessen hat; denn er hat die wich- 
tigsten der von mir gezogenen SchluBfolgerungen zu den seinen 
gemacht. Wenn er beispielsweise die Ansicht ausspricht, daB man 
unméglich von einer wahren chemischen Verbindung zwischen 
Lecithin und Zucker sprechen kann, so haben erst meine Unter- 
suchungen die Grundlagen fiir diese Behauptung gegeben. Denn 
Bing, der einzige, der sich vor mir mit der eigentlichen Lecithin- 
glucose beschiftigt hat, aber seine Versuche nicht mit isolierter 
Lecithinglucose, sondern mit dem Atherauszug des urspriinglichen 
alkoholischen Abdampfungsriickstandes angestellt hat, spricht 
die Lecithinglucose als echte chemische Verbindung an, wahrend 
ich tiberhaupt als erster die Lecithinglucose in festem Zustande 
dargestellt habe und auf Grund meiner Befunde zu dem Schlu8 
komme, daB die Lecithinglucose wahrscheinlich keine chemische 
Verbindung ist (nihere Details s. i. m. Arbeit). Da8 das Jecorin 
nicht mit der kiinstlichen Lecithinglucose identisch sein kann, 
habe ich ebenfalls schon in meiner ersten Arbeit iiber das Jecorin 


ausgefiihrt. 


























Die Farbenreaktionen in der Biochemie. 
I. Mitteilung. 


Von 
F. A. Steensma. 


(Aus dem Pathologischen Laboratorium der Universitat von Amsterdam 
[Direktor: Prof. P. Ruitinga].) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1907.) 


Allgemeiner Teil. 


Um eine Verbindung nachzuweisen, ist es oft unerlaBlich, 
Farbenreaktionen anzustellen. Ein groBer Nachteil dieser Reak- 
tionen ist aber darin gelegen, daB ihr Chemismus gewohnlich 
ganz unbekannt ist. Deshalb liebt der Chemiker diese Reaktionen 
nicht; der Biologe aber ist oft auf sie angewiesen. 

In den letzten Jahren ist es nun gelungen, einigermaBen eine 
Einsicht in die chemischen Prozesse zu bekommen, welche sich 
bei einigen Farbenreaktionen abspielen. So ist z. B. nachgewiesen, 
daB die Pentosenreaktionen auf die Bildung von Furfurol oder 
furfurolahnliche Produkte zuriickgefiihrt werden kénnen. Einige 
EiweiBreaktionen hat man auf die Tryptophangruppe im Eiweib- 
molekel zuriickgefiihrt. Wir sind aber noch weit davon entfernt, 
von einer allgemeinen Chemie der Farbenreaktionen sprechen 
zu kénnen. Einen bescheidenen Versuch in dieser Richtung sollen 
nachstehende Betrachtungen und Versuche bilden. 

Wir werden die Farbenreaktionen in einige Gruppen ein- 
teilen. Die erste und bedeutendste Gruppe werde ich als 


Aldehyd -Saure- Gruppe 


bezeichnen. Die Reaktionen, welche hierzu gehéren, kénnen auf 


folgendes Schema zuriickgefiihrt werden: 
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y Phenole 


Aldehyde -+ S&aure 
(aromatische oder (minerale) it 


; * Heterocyclische Verbindungen 
heterocyclische) : . 


mit der Gruppe C = CH 


Das heiBt: Im allgemeinen geben aromatische oder heteroc yc- 
lische Aldehyde und Mineralsaéuren Farbenreaktionen mit Pheno- 
len und ebenso mit zahlreichen heterocyclischen Verbindungen, wo- 
rin die Gruppe >C = CH sich vorfindet!). Die zu dieser Gruppe 
gehérenden Reaktionen haben iibrigens noch das besondere 
Merkmal, da8 die Farbe sehr oft durch Hinzufiigung salpetriger 
Saure geandert wird. In alkoholischer Lésung ist die Farbe 
auch bisweilen anders als in wasseriger Lésung. 

Den Chemismus dieser Reaktionen werden wir uns vielleicht 
etwa auf folgende Weise denken miissen: 


O 
+ H,O 
OH ‘\--OH CHO CH 
t 4 
() 
C ( CHO C Cc 
4 HO 
CH CH Cc C ‘ 
CH 


Die allgemeine Giiltigkeit dieser Reaktionen werden wir an 
einigen Beispielen erlautern: 

Benzaldehyd*) + Salzsiure + Phenol: Triibung schwach rosa, 

mit NaNO, orange. 

" + - + Thymol: Triibung schwach gelb- 

griin, mit NaNO, gelbrot. 

+ se + Orcin: Triibung schwach gelbgrin, 

mit NaNO, gelbbraun. 


1) Gewohnlich tritt die Reaktion erst nach Erhitzen ein. 
2) Die Aldehyde wurden in alkoholischer Lésung angewendet. 


























Die Farbenreaktionen in der Biochemie. I. 205 


Furfurol + Salzsiure + Phloroglucin: Triibung griin, mit 
NaNO, blau. 
+ - + Resorcin: Triibung griin, mit NaNO, 
intensiv grin. 
Benzaldehyd + ” + Indol: Triibung rotgelb, mit NaNO, 
intensiv rot'). 
+ . + Pyrrol: Triibung rot, mit NaNO, 
rotbraun. 
Vanillin + vi + Resorcin: Triibung rot, mit NaNO, 
dunkelrot. 
+ - + Indol: Triibung gelbrot, mit NaNO, 
rot. 
Furfurol + + Indol: Triibung braunrot, mit 


NaNO, griin 
usw. 


Statt aromatischer oder heterocyclischer Aldehyde kann man 
im allgemeinen keine Aldehyde (oder Ketone) der Fettreihe 
anwenden. Es gibt aber eine merkwiirdige Ausnahme: Formal- 
dehyd ruft gewéhnlich ebenso wie die aromatischen Aldehyde 
Farbenreaktionen hervor. Verschiedene bekannte Reaktionen 
auf Formaldehyd sind denn auch wieder auf das aufgestellte 
Schema zuriickzufiihren. Z. B.: 

1. Die Reaktion von Heh ner (mit Phenol und konzentrierter 

Schwefelsaure) ; 

2. Die Reaktion mit Phloroglucin und konzentrierter Salz- 

saure. 

Es wire natiirlich sehr leicht, die bekannten Reaktionen auf 
Formaldehyd an der Hand dieses Schemas um einige Dutzende zu 
vermehren. 

Wie das Schema gleich zu neuen Reaktionen rein chemischer 
KOorper fiihren kann, werde ich noch an einem Beispiel erlautern. 
Man kann erwarten, daB sich fiir 

CH-CH 
Thiophen: CH CH 
S 
bei Anwendung aromatischer Aldehyde und Sauren brauchbare 
Farbenreaktionen finden lassen. Dies ist mir auch gelungen, 


1) Beruht, wie die spektroskopische Priifung ergab, nicht auf der 
Nitrosoindolreaktion. 
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denn in alkoholischer Lésung, gemischt mit Salzsaure, gibt 
Thiophen mit 

Benzaldehyd : Triibung (gelbgriin) mit NaNO,: griin. 
Vanillin: rotviolett, mit NaNO,: dunkel rotviolett. 
Salicylaldehyd: rotviolett, mit NaNO,: purpur. 

Formaldehyd:  Triibung (gelb) mit NaNO,: griin. 


Die Veranderung der Farbe durch Hinzufiigung salpetriger 
Saure ist leicht zu erklaren. Bekannt ist ja, daB der Eintritt der 
NO,-Gruppe in den Benzolring (und so wird es auch wohl bei 
vielen heterocyclischen Verbindungen sein) eine Anderung der 
Farbe hervorruft. 

Eine groBe Bedeutung hat das aufgestellte Schema fiir die 
biochemischen Farbenreaktionen. Es ist auffallend, wie viele 
Reaktionen, worunter zahlreiche, deren Chemismus noch un- 
bekannt ist, von dem oben entwickelten Gesichtspunkte aus 
betrachtet werden kénnen. Z. B.: 

1. Der Nachweis freier Salzsiure mittels Phloroglucin (Phenol) 
und Vanillin (Aldehyd). 

2. Die Pentosenreaktionen mit Phloroglucin oder Orcin und 
Salzsiure, wobei jedoch nach Neuberg') entgegen Alteren Be- 
hauptungen nicht das Furfurol par excellence die farbstoffbildende 
Substanz ist. 

3. Die Seliwanoffsche Reaktion auf Fructose. Hierbei 
wird Saure (Salzsiure) und ein Phenol (Resorcin) angewendet, 
und man kann die Vermutung aussprechen, daB durch das Er- 
hitzen mit Salzsiure ein homo- oder heterocyclisches Produkt 
mit einer Aldehydgruppe gebildet wird. 

4. Die Reaktion von Boas auf freie Salzsiure, welche wesent- 
lich mit der Seliwanoffschen Reaktion iibereinstimmt. 

5. Die zahlreichen Ligninreaktionen. Es ist auffallend, daB 
sowohl Phenole als einige heterocyclische Verbindungen mit der 
Gruppe >C = CH (z. B. Indol, Pyrrol) zum Nachweis des Lignins 
. angewendet werden kénnen. Man kommt dadurch gleich auf 
die Idee, daB Lignin, dessen Zusammensetzung noch immer 
unbekannt ist, eine Aldehydgruppe fihren muB. 

6. Die braune Fiarbung, welche durch Erhitzen von Kohlen- 
hydraten mit Saiuren auftritt. Man wei® schon, daB sich hierbei 


) Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 564, 1901. 
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Furfurol oder furfurolahnliche Produkte bilden. Wenn nun auch 
Phenole (was eben mit Riicksicht auf die Bildung cyclischer 
Aldehyde nicht unwahrscheinlich ist) entstehen, so sind die 
Bedingungen fiir den Eintritt einer Farbenreaktion gegeben. 

7. Die Baudouinsche Reaktion auf Sesamél. Bekanntlich 
wird diese Reaktion mit Furfurol und Salzsaure ausgefiihrt. 
Andere Autoren empfehlen p-Oxybenzaldehyd und Vanillin, wie 
man sieht, auch cyclische Aldehyde. Wenn die Baudouinsche 
Reaktion zu diesem Schema gehért, darf man erwarten, dab 
die noch unbekannte Verbindung des Ols, welche die Reaktion 
gibt, ein Phenol oder eine heterocyclische Verbindung mit der 
Gruppe »C =CH darstellt. 

8. Die von mir!) beschriebenen Reaktionen auf Indol mittels 
aromatischer Aldehyde und Nitrite. 

9. Die von Rohde*) und mir!) beschriebenen Reaktionen 
auf EiweiBkérper mit aromatischen Aldehyden und Nitriten. 
Wahrscheinlich reagiert hier die Tryptophangruppe (hetero- 
cyclische Verbindung mit der Gruppe >C=CH) des Eiweib- 
molekels. 

10. Die Reaktion von Adamkiewicz auf EiweiBkorper. 
Hopkins und Cole*) haben nachgewiesen, dab diese Reaktion 
auf die Tryptophangruppe und die Bildung von Glyoxylsaure 
zuriickgefiihrt werden kann. Nun ist Glyoxylsiure : CHO — COOH 
kein cyclisches Aldehyd, aber wir haben schon mitgeteilt, dab 
Formaldehyd oft die cyclischen Aldehyde ersetzen kann. Wahrend 
nun aber die Aldehyde der aliphatischen Reihe die Aldehydgruppe 
an ein Kohlenwasserstoffradikal gebunden haben, fehlt dieses 
Radikal sowohl bei Formaldehyd als bei Glyoxylsiure, und dies 
erklart vielleicht, warum Glyoxylsiure die cyclischen Aldehyde 
ersetzen kann. 

11. Die Reaktion von Molisch auf EiweiBk6rper mit a-Naph- 
thol. Bekanntlich ist dies eine Reaktion auf die Kohlenhydrat- 
gruppe im Eiwei8molekel, so daB die Erklarung fiir diese Reaktion 
dieselbe ist wie fiir die Pentosenreaktionen. 

12. Die Reaktionen auf Cholestearine und Phytostearine mit 
Furfurol und Methylfurfurol; die Pettenkofersche Reaktion 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 25. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 161. 
%) Journ. of Physiol. 29. 
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auf Gallensdure usw. Alle diese Reaktionen werden im speziellen 
Teil naher erértert werden. 

Die angefiihrten Beispiele werden wohl geniigen, um die 
groBe praktische Bedeutung der Aufstellung der Aldehydsaure- 
gruppe fiir die biochemischen Farbenreaktionen darzutun. Sehr 
oft wurden Farbenreaktionen zufallig gefunden. Mittels dieses 
Schemas kann man aber untersuchen, ob viele dieser Reaktionen 
auch verbesserungsfahig sind. Zweitens gibt das Schema ein 
Mittel an die Hand, brauchbare Farbenreaktionen fiir viele 
neue Stoffe aufzufinden, und drittens kann es Hilfe leisten bei der 
Forschung nach der Struktur vieler Verbindungen. Mag sich 
auch vielleicht spaiter herausstellen, daB das Schema keine all- 
gemeine Giiltigkeit hat, jedenfalls wird es ein brauchbarer Fiihrer 
beim Studium der Farbenreaktionen sein. 

In einer zweiten Mitteilung werden die andern Gruppen der 
Farbenreaktionen behandelt werden und spater im speziellen Teil 
alle biochemischen Farbenreaktionen untersucht werden. Ich 
méchte deshalb bitten, mir dieses Thema vorlaufig iiberlassen 
zu wollen. 




















Notiz zum Nachweis des Gallenfarbstoffes. 
Von 
F. A. Steensma. 


(Aus dem Pathologischen Laboratorium der Universitiit von Amsterdam 
[Direktor: Prof. P. Ruitinga].) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1907.) 


Bei dem Nachweis von Galienfarbstoff im Harn nach dem 
von Salkowski modifizierten Huppertschen Verfahren be- 
obachtete ich haufig, daB, auch wenn unzweifelhaft Gallenfarb- 
stoff anwesend war, nach dem Erhitzen mit salzséurehaltigem 
Alkohol keine blaue oder griine Farbe auftrat. Offenbar waren 
also die Bedingungen fiir die Oxydation des Bilirubins nicht 
giinstig. Dariiber braucht man sich eigentlich nicht zu wundern, 
denn salzsaurehaltiger Alkohol ist kein Oxydationsmittel. Man 
muB also in den Fallen, worin man bei der Huppert - Sal- 
kowskischen Reaktion nach dem Erhitzen keine Farbeninderung 
beobachtet, noch ein Oxydationsmittel hinzusetzen. Seit etwa 
zwei Jahren wende ich dazu Natriumnitrit an, und zwar einen 
Tropfen einer 1/, prozentigen Lésung. Eine zu starke Oxydation 
tritt mit dieser Losung niemals ein, so daB man entweder eine 
griine oder eine blaue Farbe, niemals eine rote bekommt. Das 
Hinzufiigen des Natriumnitrits ist sehr oft ndtig, wenn das 
Bilirubin aus anderer Quelle als dem Harne (z. B. aus Gallen- 
steinen) stammt. 

Salkowski’) hat vor kurzem auch auf diese Fehler seiner 
Reaktion hingewiesen. Er empfiehit fiir diejenigen Faille, in denen 
die Reaktion ausbleibt, die Anwendung der Salpetersiure. Ich 
méchte aber die Nitritlésung vorziehen, denn es ist bekannt, 
daB reine Salpetersiure Bilirubin nicht oxydiert. 


1) Salkowski, Arbeiten aus dem Pathol. Inst. Berlin 1906. S. 504. 














Zum Nachweis der freien Salzsiure im Mageninhalt. 


Von 
F. A. Steensma. 


(Aus dem Pathologischen Laboratorium der Universitat von Amsterdam 
{Direktor: Prof. P. Ruitinga].) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1907.) 


Die Reaktionen zum qualitativen Nachweis der freien Salz- 
siure mittels Kongo, Tropiolin, Dimethylamidoazobenzol sind 
zwar sehr empfindlich, haben aber den groBen Nachteil, daB man 
auf diese Weise freie Wasserstoffionen, nicht aber die Verbindung 
HCl nachweist. Deshalb geben auch organische Séuren von 
bestimmten Konzentrationen mit diesen Reagenzien positive 
Reaktionen. Nun sind vielleicht diese Reagenzien fiir die 
klinische Praxis ausreichend, aber doch verdient eine empfindliche 
Reaktion, welche nicht so viele Fehler veranlaBt, den Vorzug. 
Bekanntlich ist nun die Gi nzbergsche Reaktion sehr verlaBlich. 
Sie hat aber zwei Nachteile. Zuerst ist ihre Empfindlichkeit 
nicht so groB wie die der Anilinfarbstoffreaktionen, und zweitens 
kann die Beurteilung der Probe, wenn ein geringer Gehalt an 
Salzsiure vorliegt, auBerordentlich schwer sein, weil das Reagens 
selbst beim Abdampfen einen braunen Fleck hinterla8t, worunter 
eine Spur von Rot nicht leicht zu erkennen ist. 

Es ist mir nun gelungen, die Giinzbergsche Reaktion derart 
abzuandern, daB sie bedeutend empfindlicher und zugleich auch 
leichter zu beurteilen ist. 

Das neue Reagens hat folgende Zusammensetzung: 


Pe 2 « « «. <- » «5 «, 2 
CE “2s <5 6 ek ee ox. Se 
absoluter Alkohol . ...... . . 30 cem. 


Zum Nachweis der Salzsiure geht man folgendermaBen vor: 
Der Deckel eines Porzellantiegels wird umgekehrt auf ein kochendes 
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Wasserbad gestellt. Wenn der Deckel die Temperatur des Bades 
angenommen hat, bringt man darauf einen Tropfen des Reagens. 
Der Alkohol verdampft schnell und ein schwach gelb gefirbter 
Ring bleibt zuriick. Im Zentrum dieses Ringes, wo sich also kein 
eingedampftes Reagens befindet, bringt man einen oder zwei 
Tropfen der zu untersuchenden Fliissigkeit derart (z. B. mit 
einem Glasstabe), daB der Tropfen die innere Seite des Ringes nur 
leicht beriihrt. Man 1é8t den Tropfen verdampfen: wenn freie 
Salzsiure vorhanden ist, wird an der inneren Seite des Ringes 
ein schéner hellroter Saum gebildet. Niemals ist es schwer, zwi- 
schen der weiBen Farbe des Porzellans und der gelben des Reagens 
diesen Saum zu erkennen. Bei geringem Gehalt an Salzsiure ist 
der Saum zu einer zarten Linie reduziert. Die Anwendung des 
Wasserbades ist unerliBlich. Die Empfindlichkeit der Reaktion 
ist besonders groB. Nach einiger Ubung kann man noch positive 
Resultate bekommen mit verdiinnten Salzsiurelésungen, welche 
gegeniiber Lackmuspapier schon neutral reagieren. Deshalb ist 
die Reaktion auch fiir wissenschaftliche Zwecke besonders zu 


empfehlen. 

Das Reagens kann wie dasjenige von Giinzberg nur kurze 
Zeit aufbewahrt werden. Stellt man das Reagens mit Methyl- 
alkohol statt Athylalkohol dar, dann wird die Empfindlichkeit 
noch etwas gesteigert (Empfindlichkeit etwa 1 : 60000). Die 
methylalkoholische Lésung kann aber nicht aufbewahrt werden 
und ist zu jedem Versuch frisch herzustellen. 














Ein neues Verfahren zur quantitativen Bestimmung des 
Fettes und der unverseifbaren Substanzen in tierischem 
Material nebst der Kritik einiger gebrauchlichen Methoden. 

Abhandlung I. 


Von 
Muneo Kumagawa und Kenzo Suto. 
Mit 4 Figuren im Text. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit 


(Eingegangen am 1. Oktober 1907.) 
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Man braucht kaum darauf hinzuweisen, daB die Méglichkeit 
einer exakten Fettbestimmung zur Entscheidung mancher wich- 
tigen Fragen sowohl in der Physiologie wie in der Pathologie von 
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grundsatzlicher Bedeutung ist. Darum haben sich in den letzten 
Dezennien viele Forscher an der Ausarbeitung der Methoden be- 
teiligt. Es wurde zuerst von E. Pfliiger (1) darauf aufmerksam 
gemacht, daB die allgemein gebrauchliche Methode der einfachen 
Atherextraktion des Organpulvers im Soxhletschen Apparate 
zur quantitatioen Fettbestimmung unzureichend ist. Diesen Be- 
fund Pfligers konnte C. Dormeyer (2) im Pfliigerschen 
Laboratorium mit Sicherheit bestitigen. Darauf hat Dormeyer 
eine neue Methode der Fettbestimmung ausgearbeitet, welche 
darin besteht, daB das Organpulver nach einer kurzdauernden 
Atherextraktion durch nachfolgende kiinstliche Verdauung auf- 
geschlossen wird. Diese sogenannte Verdauungsmethode von 
Pfluger - Dormeyer ist seitdem als die beste Methode der Fett- 
bestimmung in tierischem Material allgemein in Anwendung ge- 
kommen. Da dieselbe indessen sehr zeitraubend und umstiind- 
lich ist, so hat spiter G. Rosenfeld (3) eine andere Methode 
angegeben, wonach man durch abwechselnde Extraktion des 
Organpulvers mit Alkohol und Chloroform einen maximalen Wert 
an Atherextrakt erhilt. Inzwischen ist eine ganze Reihe Methoden 
von verschiedenen Autoren bekannt gemacht worden, so nament- 
lich die Alkohol-Ather-Methode von E. Bogda now (4), eine solche 
von O. Frank (5), die Zerkochung des Organpulvers mit ver- 
diinnter Salzsiure (anstatt Verdauung) von J. Nerking (6), 
modifizierte Verdauungsmethode von M. Schlesinger (7), Ver- 
seifungsmethode von Liebermann -Székely (8), Athermethode 
von E. Voit (9), Petrolithermethode von W. Glikin (10), modi- 
fizierte Alkohol-Athermethode von T. Sasaki (11) usw. Wir 
stehen so vor einer Reihe von Methoden offenbar ohne Kenntnis 
davon, welche unter diesen zahlreichen Methoden eigentlich die 
richtigste ist. 

W. Glikin hat im Laboratorium von N. Zuntz die wesent- 
lichen unter den oben genannten Methoden einer eingehenden 
Kritik unterworfen. Diese Untersuchungen sind deshalb wichtig, 


weil Glikin alle Versuche an ein und demselben Material (Fleisch- 
mehl) angestellt hat, und daher die Leistungsfihigkeit der ein- 
zelnen Methoden in bezug auf ihre Extraktionsenergie gut ver- 
glichen werden kann. Um die Betrachtung anschaulicher zu 
machen, geben wir hier die Hauptresultate der Glikinschen Ver- 
suche in einer kleinen Tabelle wieder: 
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Nach der GréBe der Atherextraktmenge angeordnet: 





| Mittelwerte des sogenannten 


: Gri ; 
| Reinfettes in Prozenten des | arbBte Ausbeute 


gleich 100 gesetzt 


Art der Methoden nach 
Autoren bezeichnet 


Fleischmehis 

Rosenfeld 17,879 100 
Glikin 15,32 85,8 
Liebermann-Székely 14,69 82,0 
Bogdanow 13,71 76,8 
Dormeyer 13,50 75,5 
Soxhlet 13,00 72,8 
E. Voit 12,11 67,8 


Nach diesen Aufstellungen waren wir sehr erstaunt dariiber, 
daB die Resultate der einzelnen Methoden so stark voneinander 
abweichen. Die gréBte Differenz betrigt 32,2% (zwischen 
Rosenfeld und Voit). Die Differenz von Rosenfeld und 
Dormeyer betrigt 24,5%. Selbst die beiden héchsten Werte 
von Rosenfeld und Glikin differieren immer noch um 14,2%. 
T. Sasaki, welcher sich seinerseits in unserem Laboratorium 
mit der Fettbestimmung von Blut in eingehender Weise beschaf- 
tigt hat, hatte mit seiner modifizierten Alkohol-Athermethode 
oder mit Alkohol-Chloroformmethode von Rosenfeld eben- 
falls bedeutend mehr Atherextrakt aus dem Blute gewonnen, 
als mit der Verdauungsmethode von Dormeyer. Das Plus be- 
trug hier sogar bei der ersteren 32—46% und bei der letzteren 
39—49%, gegeniiber der Verdauungsmethode. G. Rosenfeld 
gibt auch selbst an, daB die Dormeyersche Verdauungsmethode 
unter den giinstigsten Verhaltnissen nur 60—70% der Extrakt- 
mengen ergibt, wie sie durch seine eigene Methode erhalten werden. 
Welches von den so stark abweichenden Resultaten eigentlich 
richtiger ist, dariiber laBt sich indessen schwerlich ein Urteil 
fillen, denn G. Rosenfeld hat keine bindenden Beweise dafiir 
angefiihrt, daB seine Extrakte von reiner Fettnatur sind. Nach 
Glikin enthalten dieselben vielmehr in nicht geringer Menge 
stickstoffhaltige Beimengungen. Auffillig ist es dabei, daB das 
Restpulver nach der Rosenfeldschen Extraktion durch die 
nachfolgende Verdauung von neuem eine gewisse Fettmenge 
liefert. 

Demnach stehen wir mit der Fettbestimmung in tierischen 
Materialien leider noch auf einem schwachen Boden. Mit solcher 
Grundlage zur Entscheidung biologisch bedeutsamer Probleme 
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zu schreiten, scheint noch etwas verfriiht. Um so mehr sind 
wir berechtigt, von neuem Versuche anzustellen, welche be- 
zwecken, die Griinde aufzukliiren, warum die Resultate der bisher 
bekannten Methoden so stark voneinander abweichen. Nach der 
Klarstellung dieses Verhaltens wird es uns erst méglich sein, eine 
endgiiltige, in jeder Hinsicht tadellose Methode auszubauen. 

In den vorliegenden Untersuchungen haben wir bei den ersten 
Versuchsreihen als Material ausschlieBlich ein und dasselbe Fleisch- 
pulver eines Stoffwechselhundes benutzt, welcher nach langen 
Hungertagen mit méglichst groBen Mengen Pferdefleisches gefiittert 
und inmitten der vollen Ernahrung durch Verbluten getétet worden 
war. Das in einer groBen Stépselflasche, hermetisch verschlossen, 
jahrelang aufbewahrte Fleischpulver zeigte in jeder Hinsicht 
keine Verinderung und hatte einen Wassergehalt von 5,49%. 
Die Menge betrug zurzeit in toto 1,3 kg. Nach dem Aufgebrauch 
desselben wurde Rindfleischpulver benutzt. 

Hier schicken wir eine kurze Erwihnung iiber die Reinigung 
derjenigen Mittel voraus, welche in diesen ganzen Untersuchungen 
besondere Wichtigkeiten haben. 

Alkohol. Der kiufliche Alkohol (sowohl der absolute, wie der 
von 95 Vol.°%,) wurde durch Destillation noch einmal gereinigt. 

Ather. Der kiufliche Ather wurde dreimal mit ca. '/,, Volum 
Wasser geschiittelt, mit einem Uberschu8 von wasserfreiem Chlor- 
calcium versetzt und 6fters geschiittelt. Nach einigen Stunden 
wurde derselbe abfiltriert und tberdestilliert. 

Petroliither. Zu den Versuchen wurde nur derjenige Anteil 
benutzt, welcher zwischen 50 und 60° C iiberdestilliert war. 

Asbest. Die mit Wasser geschlemmten und ausgewaschenen 
Asbestfasern wurden nach Entfernung des Wassers mit 10- bis 
15facher Menge 10 prozentiger Natronlauge auf dem Wasserbade 
eine halbe Stunde erwirmt und dann mit groBer Menge Wassers 
bis zur neutralen Reaktion ausgewaschen. Nach dem Auspressen 
wurden sie dann mit 10—15facherMenge K6nigswassers eine halbe 
Stunde erwirmt, wiederum bis zur neutralen Reaktion ausge- 
waschen, schlieBlich mit Alkohol ausgekocht und getrocknet. 

Watte. Etwa 20g der sogenannten entfetteten Watte wurden 
mit 1 Liter 2prozentiger Natronlauge erwarmt und die Fliissig- 
keit abgegossen. Diese Prozedur wurde noch einmal wiederholt. 
Nach dem Auswaschen bis zur neutralen Reaktion wurde die aus- 
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gepreBte Watte in 0,5 prozentiger Salzsiiure kurze Zeit digeriert, 
alsdann mit Wasser griindlich gewaschen, schlieBlich mit Alkohol 
ausgekocht, von diesem ausgepreBt und getrocknet. 

Nach diesen Vorbemerkungen gehen wir zu unseren eigenen 
Versuchen tber. 


Kapitel I. 
Vergleichende Untersuehungen verschiedener Extraktionsmittel 
hinsichtlich ihrer Extraktionsenergien. 


Versuchsreihe 1. 
Alkohol-Chloroformmethode. 

. sever Nach den obigen Betrachtungen liefert die 
\ | Alkohol-Chloroformmethode von G. Rosenfeld die 
beste Ausbeute an Atherextrakt. Daher haben wir 

in erster Linie diese Methode beriicksichtigt. Genau 
eq, der Vorschrift von Rosenfeld folgend, wurde das 
ehw Fleischpulver in einer Soxhletschen Hiilse dicht 
oberhalb der Substanz mit einem Faden zugebunden, 
in einem Becherglas mit 100 cem absoluten Alko- 
hols tibergossen und im Wasserbade eine halbe 
Stunde zerkocht. Um die Verdunstung des Alko-. 
i} hols zu vermeiden, wurde das Becherglas mit einem 
il Rundkolben bedeckt, worin kaltes Wasser durch 
geeignete Vorrichtung aus der Wasserleitung fort 
wahrend circuliert. Alsdann wurde die Hiilse mit 
Substanz herausgenommen, im Soxhletschen Appa- 





parate 5 Stunden mit Chloroform extrahiert. So- 
wohl Alkohol- wie Chloroformextraktion wurde 
noch einmal genau ebenso wiederholt. Abweichend 


| 

| von Rosenfeld wurden die Extrakte der einzelnen 
| Fraktionen getrennt fiir sich verarbeitet. Zu diesem 
| Zwecke wurde sowohl Alkohol wie Chloroform ver- 
I] dunstet, mit absolutem Ather aufgenommen, dieser 
Ficur 1. verdunstet, bei 50°C getrocknet und noch einmal 


Asbestfilter. mit Aether absol. gereinigt. Um Wiederholungen 


1 tr . - . . . * 
» & Ge. zu vermeiden, fiihren wir hier eine Abkiirzung an. 
= — Mit den in dieser ganzen Abhandlung stets wieder- 


fettete Watte. kehrenden Ausdriicken ,,mit Ather resp. Petrolather 
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gereinigt’’ wird folgender Passus verstanden: ,,Die mit Aether 
absol. oder Petrolaither aufgenommene Extraktlésung wird durch 
Asbestfilter (siehe nebenstehende Fig. 1) abfiltriert und das Filtrat 
verdunstet. Alsdann wird die Trocknung bei 50° C (12) und im 
evakuierten Exsiccator tiber Chlorcalecium so lange wiederholt, 
bis die Gewichtskonstanz eintritt.* 

Die Ergebnisse der Alkohol-Chloroformextraktion von zwei 
Versuchen, welche an je 5,0 g H.FI.P. (Hundefleischpulver, ab- 
gekirzt) angestellt worden sind, sind folgende: 





Nummer der 





Jaue ither- \ther- *roze > 

fraktionier-- Extraktions- ae Ather , Athes . Mittel von Ink 8 0 
san tteele. ittel der Ex- extrakt bei extrakt bei yr des Gesamt 
g som ee traktion | Versuch 1 | Versuch 2 ne - | extraktes 

l Alkohol absol. ' , Std. 0,0798 g 0.0708 ¢ 00753 ¢ =. 27,24%, 
2 Chloroform § 5 »  O,1769 0.1948 0.1859 67,26 
3 Alkoholabsol. *, ,  O,0078 0,0070 = 00074 2,68 
4 Chloroform 5 .  O.0090 0.0066 0.0078 9 88 
Summa 11 Std. 0.2735 g 0,2792 g 0.2764 ¢ 100°, 


Hiernach lieferte erste Alkoholfraktion in einer halben Stunde 
27,24% und die darauffolgende Chloroformextraktion in 5 Stunden 
67,26%, des Gesamtextraktes. Da bei diesen zwei Fraktionen in 
der Extraktionsdauer ein grober Unterschied (14 gegen 5 Stunden) 
vorhanden ist, so 1aBt sich schwer entscheiden, welches von beiden 
Extraktionsmitteln eigentlich wirksamer ist. Um diese Frage zu 
beantworten, haben wir folgende Versuche angestellt. 


Versuchsreihe 2. 
Modifizierte Alkohol-Chloroformextraktion. 

Bei dieser Versuchsreihe haben wir die Zeitdauer der ersten 
Alkoholextraktion anstatt einer halben Stunde auf 24% Stunden 
verlingert. In den iibrigen Fraktionen ist die Extraktionsdauer 
unverandert geblieben. Bei der Aufnahme des Alkoholextraktes 
in Ather haben wir bei diesen sowie auch bei allen folgenden Ver- 
suchen eine kleine Modifikation eingefiihrt. Nach der Verdunstung 
des Alkohols wurde das Extrakt nochmals in einigen Kubikzenti- 
metern absoluten Alkohols durch gelindes Erwirmen aufgelést 
und darauf etwa 100 cem Aether absol. gegossen, am niichsten Tage 
abfiltriert, verdunstet, dann nochmals mit Ather gereinigt. Hier- 


durch wurde die Extraktmenge im ganzen um etwa 10% vermehrt. 


15* 
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Die Ergebnisse an je 5,0 g H.FI.P. sind in der folgenden 
Tabelle verzeichnet : 





Nummer der 








Janer A >. he ittel > enter 
Guithettiin| Ditdbiten, I anes Ather Ath r Mitte! (In Prozent ’ 
som Mate mittel der Ex- extrakt bei extrakt bei von des Gesamt 
tion . traktion Versuch 1 Versuch 2. 1 und 2 extraktes 
one 
l Alkohol absol.| 2"), Std.j 0.2708 g | 0.2852 ¢ 0.2780g = 87,28"), 
2 Chloroform § 5 » | 0,0315 0.0304 — 0,0310 9,73 
3 Alkokol absol, ', . | 0,0034 0,0027 = -0,0031 9,97 
4 Chloroform | 5 » | 0.0070 0.0059 0.0065 2,02 
Summa ~ 16 Std. 0.3127 g | 0.3242 g 03185 g 100°, 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, lieferte die erste Alkohol- 
fraktion in 244 Stunden 87,28°, und die darauffolgende Chloro- 
formextrakton in 5 Stunden nur noch 9,73°,, des Gesamtextraktes. 
G. Rosenfeld nimmt an, da’ die kurzdauernde Alkoholvor- 
extraktion der darauffolgenden Chloroformextraktion eine be- 
sondere Extraktionskraft verleiht, so dal seine abwechselnde 
Extraktionsmethode in bezug auf die Extraktionsenergie eine fast 
spezifische Wirkung hat und von keiner anderen Methode er- 
reicht wird. Unsere Versuche beweisen jedoch, daB diese An- 
nahme von Rosenfeld nicht zutreffend ist. Chloroform hat in 
dieser Hinsicht keine spezifische Wirkung. Was aus dem Organ- 
pulver die Fettarten am energischesten extrahiert, ist nicht Chloro- 
form,sondern Alkohol. Beweise dafiir folgen auch noch weiter unten. 


Versuchsreihe 3. 

Stiindliche fraktionierte Extraktionen mit Alkohol absol. Bei 
diesen Versuchsreihen haben wir die Extraktionskraft des abso- 
luten Alkohols in stiindlichen Fraktionen gepriift. Hierzu haben 
wir genau 5,0g H.FI.P. in einem Erlenmeyerschen Kolben 
unter Benutzung von Riickflu8kihler mit 100 ccm absoluten 
Alkohols itibergossen und auf dem Wasserbade eine Stunde zer- 
kocht. Dann wurde der Alkohol nach dem vollstaindigen Er- 
kalten durch entfettetes Filterpapier (Schleicher - Schill) ab- 
filtriert und der Riickstand fiinfmal mit je 30—50 ccm kalten 
Alkohols ausgewaschen. Aus dem Alkoholextrakte wurde auf die 
oben angefiihrte Weise das gereinigte Atherextrakt dargestellt. 
Alle folgenden Fraktionen wurden an einem und demselben Fleisch- 


pulver ganz ebenso ausgefiihrt. 
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Die Ergebnisse von zwei Versuchen an je 5,0 g H.FI.P. sind 








folgende: 
Nummer der Extrak- Dauer (ther- Ather- . In Prozenten 
traktionier- tionsmittel: > ‘ ' . Mitte! von * 
ten Extrak- Alkohol der Ex- extrakt bei extrakt bei rr des Gesamt- 
ee . ‘ traktion Versuch 1 Versuch 2 i extraktes 
tionen absolut 
] 100 ecm 1 Std. 0.2698 g¢ 02738 ¢ 0.2718 ¢ 88,91 °/, 
2 100 l 0,0236 0,0262 0,0249 8,15 
3 100 ] 0,0066 0,0070 00068 2,22 
4 LOO 1 0,0008 0,0014 0,0011 0,36 
5 100 1 0,0014 0,0008 0,0011 0,36 
Summa — 5 Std. 0.3022 ¢ | 0.3092 g¢ 0.3057 ¢g 100 e 


Hiernach lieferte schon die erste Extraktion beinahe 90°, 
des Gesamtextraktes. Die Ausbeute der folgenden Fraktionen 
nimmt sehr rasch ab und die fiinfte Fraktion lieferte nur noch 
0,3°,, der Gesamtmenge. Demnach entzieht der absolute Alkohol 
von dem Organpulver schon in 5 Stunden beinahe die Gesamt- 
menge des Atherextraktes. Diese Versuche geben uns indessen 
in strengem Sinne die Grenzen der einzelnen Fraktionen nicht 
scharf genug an, weil der Waschalkohol nicht bloB ausspiilend, 
sondern zugleich mehr oder minder extrahierend auf das Organ- 
pulver einwirkt. 


Versuchsreihe 4. 
Prifung der Extraktionsdauver. 

Bei diesen Versuchen bezweckten wir den EinfluB der Ex- 
traktionsdauer auf die Extraktionskraft festzustellen, indem wir 
jedesmal genau gleiche Menge Fleischpulver mit gleichem Volum 
absoluten Alkohols, jedoch verschiedene Zeit lang im Kolben zer- 
kochten. Der Alkohol wurde dann abfiltriert und der Riickstand 
mit etwa gleicher Menge kalten Alkohols ausgewaschen. 

Die Ergebnisse sind folgende: 





Menge des Extraktions- Dauer der Menge des ge- Relaton 
H.FI.P mittel: Alkohol Extraktion nee zueinander 
—" absolut ' Atherextraktes F 
5,0¢ 100 cem 15 Minuten 0,2300 g 100,00 
5,0 100 30 ‘ 0,2522 109,65 
5,0 100 1 Stunde 0,2482 107,90 


5,0 100 2 Stunden 0,2640 114,75 
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Hiernach wird die gréBte Menge schon in relativ sehr kurzer 
Zeit extrahiert. Die Ausbeute nimmt jedoch nicht parallel mit 
der Extraktionsdauer zu. Sie ist vielmehr unregelmaBig. Diese 
UnregelmaBigkeit beruht wohl auf der Unsicherheit der jedes- 
e maligen Auswaschung. Die Versuchs- 
| reihen 3 und 4 weisen uns darauf hin, 
daB die von uns befolgten Methoden 
fiir unseren Zweck nicht exakt genug 
sind. Eine ganz scharfe Trennung der 
Extraktionsdauer resp. der einzelnen 
Fraktionen kann man am einfachsten 
durch die Benutzung des Soxhletschen 
Apparates erreichen, indem man den 
Kolbeninhalt zur gewiinschten Zeit mit 
neuem Alkohol ersetzt. Leider erfolgt 
hierbei die Extraktion bei einer viel 
Q. niedrigeren Temperatur, als bei der 
! | Siedehitze des Extraktionsmittels. Um 
| | diesem Ubelstande zu begegnen und alle 
A Extraktionen stets bei annaihernderSiede- 
b- temperatur der zu priifenden Extrak- 
j 


tionsmittel ganz glatt vonstatten gehen 





(—— zu lassen und vor allem die einzelnen 
‘J Fraktionen oder Extraktionsdauern nach 
Belieben scharf und prompt trennen zu 








kénnen, haben wir einen neuen Apparat 
ersonnen. Die Konstruktion und An- 








; Figur 2. wendung desselben ist aus den neben- 
Hei®extraktor. ', n. Gr. ; i Zeicl icteat couetidiiiail 
K = Destillierkolben. stehenden Zeichnungen leicht verstind- 
R = Riickflubkiihler. lich (Figur 2). Das kolbenférmig erwei- 


EC = Extraktionszylinder. 


S = Syphon. terte Ende des auBeren Glaszylinders, 


P = Papierhiilse. _ welchereinen Rauminhalt von ca. 1380cem 
> Rinfockes Zvlinder. hat, wir mit Extraktionsmittel aufge- 
H == Drahthaken. fiillt. Der innere syphonartige Zylinder, 


welcher die Substanz in entfetteter Papierhiilse aufnimmt, hingt 
) mit seinem oberen etwas nach aufen umgelegten Rande an 
drei kleinen fortsatzartigen inneren Erhebungen des auBeren 
Zylinders gestiitzt herunter. An zwei kleinen Offnungen, welche 
sich dicht unterhalb des oberen Randes befinden, kann der innere 
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Zylinder mittels eines Drahthakens bequem hinein- und heraus- 
gebracht werden. Die Substanz in der Papierhiilse wird bei der 
Extraktion mit entfettetem Wattepfropf bedeckt. ,Am Ende der 
Extraktion wird der syphonartige Zylinder mit dem nebenstehen- 
den einfachen Zylinder vertauscht, welcher zum Zwecke der Er- 
sparnis das Destillat der Extraktionsmittel auffiingt. Bei der 
Extraktion mit Alkohol wird der Kolben auf einem Eisenteller 
mit Asbestunterlage mittels direkter Flamme erhitzt. Bei der 
Extraktion mit leicht siedenden Extraktionsmitteln, wie mit 
Chloroform, Ather usw., wird der Kolben auf dem Wasser- 
bade auf passende Temperatur erwirmt. Da die Extraktion 
mittels dieses Apparates bei anniihernder Siedetemperatur der 
Extraktionsmittel erfolgt, so bezeichnen wir denselben als Heib- 
extraktor. 

Die Priifung aller Extraktionsmittel geschah nunmehr mit 
dem neuen Apparate. 


Versuchsreihe 5, 
Prifung der Extraktionsdauer mit dem Heifextraktor. 


Die Ergebnisse an 5,0 g H.FI.P. sind folgende: 








Nummer der Rvtraktions- Dauner der Menge der ge- In Prozente n 
fraktionierten ; reinigten des Gesant 
Extraktionen mittel Extraktion (therextrakte extraktes 
l Alkoholabsol. 2 Stunden 0.3106 ¢ 94,1 % 
2 » its e 0,0182 5.5 
3 - 4 ss 0,0008 0,2 
4 js _ 3 = 0.0008 0.2 
5 Chloroform | 4 0,0002 
6 Alkohol absol.| 2 0 
7 “ * 3 0 
Summa der Alkoholextrakte a 0,3304 ¢ 100 °/, 


Demnach betriigt die Ausbeute in der ersten Fraktion zwei- 
stiindiger Dauer 94%, und in den folgenden 3 Stunden 5,5% der 


Gesamtmenge. Es wird also auch hier die gréBte Menge des 
Extraktes (99,6%) in 5 Stunden mit absolutem Alkohol heraus- 
gezogen. Die darauf folgenden Extraktionen ergaben nur ver- 
schwindende Menge. 
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Versuchsreihe 6. 
Extraktion mit Chloroform und Alkohol. 
Die Ergebnisse an 5,5 g H.FI.P. sind folgende: 








Nummer der Extraktions- Dauer der Gereinigte In Prozenten 
fraktionierten : . des Gesamt- 
Batraktlenen mitte] Extraktion Atherextrakte extraktes 
I Chloroform 1 Stunde 0,1812 g 68,90 °/, 
2 » 1 . 0.0054 2,05 
3 " 1 . 0,0038 1,42 
4 Alkohol absol. 2 Stunden 0,0682 25,93 
5 . * 1 Stunde 0.0024 0,94 
6 m m 2 Stunden 0,0020 0,76 
Summa — 0.2630 g 100 % 


Nachdem die erste Fraktion mit Chloroform in einer Stunde 
68,9%% und die dritte Fraktion ebenfalls in einstiindiger Extrak- 
tionsdauer nur noch 1,4% ergab, war die darauffolgende Alkohol- 
extraktion imstande, noch eine bedeutende Menge Atherextrakt 
von 27,63% in drei Fraktionen herauszuziehen. Dieser Versuch 
beweist, daB die Extraktionsenergie des Chloroforms derjenigen 
des absoluten Alkohols bei weitem nachsteht. 


Versuchsreihe 7. 
Athylather und Alkohol absol. 
Versuche an 5,0 g H.FLP. 





In Prozenten 





Nummer der Extraktions- Dauer der Gereinigte . 
fraktionierten ittel Extrakti hie ceetniihtie der Gesamt- 
Extraktionen mitte UXtraktion d ereXtrakte menge 
] Aether absol. 2 Stunden 0,1424 ¢ 45,18 °/, 
2 a = 5 ‘ai 0.0018 O57 
3 Alkohol absol. 3 a 0,1686 53.49 
4 . ‘ 5 “ 0,0024 0, 76 
Summa -— 0.3152 ¢ 100 °/5 


Noch auffallender ist das Ergebnis dieses Versuches: 7stiin- 
dige Extraktion mit Ather in zwei Fraktionen konnte nur 45,75%, 
im ganzen extrahieren, wihrend die darauffolgende Alkohol- 
extraktion in3 Stunden noch 53,5% Atherextrakt herauszuziehen 


imstande war. 
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Versuchsreihe 8. 
Petrolather und Alkohol. 


Fraktionierte Extraktionen an 5,0 g H.FI.P. 








Nummer der 
fraktionierten 


Extraktions- 


Dauer der 


Gereinigte 


In Prozenten 
der Gesamt 











erica mitte Extraktion \therextrakte mene 
l Petrolither 2 Stunden 0.1422 ¢ 44.79%), 
2 ‘i D Pe 0.0008 0,26 
3 Alkohol absol. 3 ~ 0,1668 52,55 
4 e 5 a 0.0076 2,40 
Summa - 03174 ¢ 100 %/, 


Fast ebenso ohnmiichtig wie die Extraktionsenergie des 
Athylaithers war die des Petroliithers. Nachdem Petrolither bei 
7stiindiger Extraktion in zwei Fraktionen 45°, extrahiert hatte 
und seine Extraktionsenergie dabei vollkommen ersch6pft war, 
zog die darauffolgende Alkoholextraktion noch 55% Atherextrakt 


heraus. 


Versuchsreihe 9. 
Aceton und Alkohol. 


Fraktionierte Extraktionen an 5,0 g H.FI.P. 





In Prozenten 


Nummer dei 
der Gesamt 


fraktionierten 


Extraktions- Dauer der Gereinigte 





Rxtraktionen mitte] Extraktion Atherextrakte sania 
l Aceton 2 Stunden 0.1626 ¢ 58,28 | 
2 “ 6 y 0.0108 53.87 
3 Alkoholabsol. 3 ” 0,0568 20,36 
4 ” » a) Q,0488 17,49 
Summa 0.2790 g 100% 


Etwas giinstiger wirkte das Aceton. Dasselbe zog in 8 Stunden 
62% Atherextrakt heraus. Die darauffolgende Alkoholextraktion 
war doch noch imstande, die iibrigen 38% Atherextrakt heraus- 


zuziehen. Das hierzu benutzte Aceton wurde zwischen 56,8° C 


und 58° C abdestilliert. 
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Versuchsreihe 10. 
Benzol und Alkohol. 
Fraktionierte Extraktionen an 5,0 g H.FLP. 





Nummer der 
fraktionierten 


Extraktions- 


Dauer der 


Gereinigte 


In Prozenten 
der Gesamt- 





Extraktionen mittel Extraktion \therextrakte mee 
| Benzol 2 Stunden 01588 g 52,13 */, 
2 ” ) - 0.0014 0,46 
3 Alkohol absol. 3 0.1072 35.17 
4 F + D ‘a 0.0374 12,24 
Summa - 03048 ¢ 100 °/, 
Benzol konnte in 7 Stunden 52,6° Atherextrakt heraus- 


ziehen, wirkte also etwas besser als Athvlither oder Petrolather. 


Versuchsreihe ll. 
Essigather und Alkohol. 
Fraktionierte Extraktionen an 5,0 g H.FI.P. 





Nummer der 
fraktionierten 
Extraktionen 


Extraktions- 
mittel 


Dauer der 
Extraktion 


Gereinigte 


Atherextrakte 


In Prozenten 
der Gesamt- 
menge 





l Essigiither 2 Stunden O.1972 ¢ 65,87 °/, 
2 . 5 - 0.0340 11.36 

3 Alkohol absol. 3 ). 0682 22,77 

4 - 5 verloren 

‘ . 0 
Summa 0.2994 g 100 °/, 


Essigiither konnte in 7 Stunden 77,2% Atherextrakt heraus- 
ziehen, ist also bedeutend besser als Ather, Petrolither, Benzol usw. 
Diese Wirkung des Essigiithers beruht wohl in der Eigenschaft, dab 
derselbe, wie Alkohol, in jedem Verhiltnis mit Wasser mischbar ist. 


Versuchsreihe 12. 
Methylalkohol. 
Fraktionierte Extraktionen an 5,0 g H.FI.P. 








Nummer der 
fraktionierten 
Extraktionen 


Extraktions- 
mittel 


Methylalkohol 


Athylalkohol 


Dauner der 
Extraktion 


2 Stunden 


> 9 


6 ” 


3 
o 


Gereinigte 
Atherextrakte 


0,3276 ¢g 
0.0156 
0,0056 
0,0022 


tol 
o} 


In Prozenten 
der Gesamt- 
menge 


93,35 °/, 
4.44 
1,57 


0.64 





Summa 





0,3510 ¢ 


100%, 
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Demnach wirkt der Methylalkohol auf das Organpulver fast 
ebenso stark extrahierend wie der Athylalkohol. 

Nach den Ergebnissen der oben angefiihrten Versuchsreihen 
verhalten sich die Extraktionsenergien der bisher untersuchten 
Extraktionsmittel in bezug auf die Menge des Atherextraktes, 
d.h. wenn man die Ausbeute vergleicht, nachdem alle Extrakte 
schlieBlich mit absolutem Ather gereinigt worden waren, wie 
folgt: 


Alkohol absol. . . 2... ... . 100% 
Methylalkohol ......... @ 
a eee ee ee 
Cifowofor™®™: 6 gk 72 
te eee oe ae ee 62 
We cee oh. cs pee ee ee 53 
Aether abeol. .....«. — 46 
ln 45 


Es hat sich somit zur Geniige erwiesen, daB der Athylalkohol 
unter allen Extraktionsmitteln dasjenige ist, welches imstande ist, 
aus dem Fleischpulver Atherextrakt ad Maximum auszuziehen. 
Die Ursache, warum der Alkohol in der Siedehitze so energisch 
auf Organpulver extrahierend einwirkt, ist hauptsichlich wohl 
darin zu suchen, daf derselbe in jedem Verhiltnis mit Wasser 
mischbar ist und einen héheren Siedepunkt besitzt. Vermége 
dieser Eigenschaften wirkt der Alkohol einerseits auf das Fleisch- 
pulver stark wasserentziehend ein; andererseits findet in der 
Siedehitze zwischen ihm und Organpulver eine ausgiebige Diffu- 
sion statt. Hierdurch kommt der Alkohol mit allen Teilchen 
der Pulvermasse in innigste Beriihrung, wodurch die Extraktion 
ganz besonders begiinstigt wird. Demnach hingt die Méglichkeit 
einer vollstandigeren Extraktion mittels Alkohols bis zu einem 
gewissen Grade nicht von der Trockenheit, sondern hauptsich- 
lich von dem Grade der Feinheit und der lockeren Verteilung der 
zu extrahierenden Pulvermasse ab. 

Die iibrigen Extraktionsmittel stehen sowohl in der Energie, 
wie in der Geschwindigkeit der Extraktion deshalb dem Alkohol 
bedeutend nach, weil die meisten davon sich nur wenig mit Wasser 


mischen und viel niedrigere Siedepunkte besitzen, als den des 
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Alkohols. Bei den mit Wasser schwer mischbaren Extraktions- 
mitteln hingt die Extraktionsenergie auBer von dem Grade der 
Feinheit und der lockeren Verteilung in hervorragendem Mabe 
von dem Grade der Trockenheit der Pulvermasse ab. Wenn man 
auf alle diese Momente geniigende Sorge tragt, so kann auch bei 
ihnen die Extraktionsenergie bis zu einem gewissen Maximum 
erhéht werden. 

Was die Natur des Alkoholitherextraktes anbelangt, so ist 
dieselbe ganz anders zusammengesetzt, wie die des Ather- resp. 
Petrolitherextraktes, woriiber weiter unten eingehende Betrach- 
tung folgt. 


Versuchsreihe 13. 
Alkohol 95°, (= 0,816 D). 
Extraktion an 5,0 g H.FLP. 








Nummer der |  &xtraktions- Dauer der Gereinigte In Prozenten 
fraktionierten ittel Extrakti RE ta der Gesamt- 
Extraktionen mitte )xtraktion Atherextrakte menge 
l Alkohol 95 °/,,| 2 Stunden 0,2966 ¢ 94,46 °/, 
2 : 95 5 a 0,0172 5,48 
3 Alkohol absol 3 ie 0.0092 0,06 
Summa — 0,3140 ¢ 100 °/, 


Extraktion verliuft ruhig und ist in 7 Stunden vollendet. 


Versuchsreihe 14. 


Alkohol 90%, (= 0,833 D). 
Extraktion an 5,0 g H.FI.P. 








Nummer der Extraktions- Dauer der Gereinigte In Prozenten 
fraktionierten tel Extrakti St cnethaiiiie der Gesamt- 
Extraktionen mitte ee a menge 
1 Alkohol 90°/,| 2 Stunden 0.3076 ¢ 99,23 °/, 
2  - ae 5 i 0,0022 0,71 
3 Alkohol absol.| 5 0,0002 0,06 
Summa a -- 0,3100 g 100 °/, 


Die Extraktion verliuft ganz ruhig und in 2 Stunden sind 
iiber 99% des Atherextraktes herausgezogen worden. 
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Versuchsreihe 15. 
Alkohol 85°, (= 0,849 D). 
Extraktion an 0,5 g H.FLP. 








Nummer der 
fraktionierten 
Extraktionen 


bm 


Extraktions- Dauer der 


mittel Extraktion 
Alkohol 85 °/,' 2 Stunden 
i 8D 5 


Alkohol absol. 3 


” ” Jv “ 


Cereinigte 


Atherextrakte 


0.2920 ¢ 
WO134 
0.0010 

0 


| In Prozenten 


der Gesamt- 
| menge 


95,3 °/, 
4.4 
O38 


v0 





Summa 


Wahrend der Extraktion tritt 6fters StoBen auf. 


0.3064 2 


100 °/, 


Die Extrak- 


tion selber ist in 7 Stunden vollendet. 
Versuchsreihe 16. 
Alkohol 80% (= 0,863 D). 

Extraktion an 5,0 g H.FI.P. 





Nummer der 
fraktionierten 
Extraktionen 


Extraktions- 
mittel 


Dauer der 
Extraktion 


Giereinigte 


Atherextrakte 


In Prozenten 
der Gesamt- 








menge 
l Alkohol 80°), 2 Stunden O3098 ¢g 98,4°), 
Z » sO a) 0.0038 i 
Alkohol absol. 3 0.0010 0,3 
} ~ ‘ 5 0 0 
Summa 0.3146 ¢ 100 °/, 


Die Extraktion ist zwar in 7 Stunden beinahe vollendet, aber 
sie verliuft unter heftigem StoBen. 

Extraktionen mit noch verdiinnterem Alkohol, wie von 70% 
und 50°, sind auch versucht worden. Aber diese beiden Be- 
stimmungen sind durch iuBerst heftiges StoBen verloren gegangen. 

Nach den letzten Versuchen hat sich erwiesen, daB die Ex- 
traktionsenergie des Alkohols bei seiner Siedetemperatur durch 
geringfiigige Beimengung von Wasserdampf nicht merklich be- 
eintrachtigt wird. Aus praktischen Griinden ist es indessen rat- 
sam, bei der Extraktion mit Alkohol in unserem HeiBextraktor 
stets denselben in konzentrierter Form von 95°, aufwirts zu be- 
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nutzen, weil sonst unangenehmes StoBen wahrend der Extraktion 
auftritt. 


SchluBwort zu dem Kapitel L. 

Zur Erzielung maximaler Menge Atherextraktes aus dem 
Organpulver ist der Alkohol das beste Extraktionsmittel, dessen 
Leistungsfihigkeit von keinen anderen Mitteln erreicht werden 
kann, wenn man von der Zusammensetzung des Atherextraktes 


ganz absieht. 


Kapitel II. 
Untersuchungen iiber die Natur der Atherextrakte. 


Versuchsreihe lI. 


Bestimmung des Stickstoff- und Phosphorgehaltes. Verseifung 
des Atherextraktes. Aufsuchung des Kreatins im Atherextrakte. 


Nachdem wir festgestellt haben, da wir mittels des Alkohols 
unter Benutzung von unserem Heibextraktor imstande sind, mit 
Leichtigkeit Atherextrakt aus Fleischpulver ad Maximum heraus- 
zuziehen, haben wir unternommen, dieselben in etwas gréBerer 
Menge darzustellen, damit wir die Natur derselben bequemer er- 
forschen kénnen. Zu dem Zwecke lieBen wir einen etwas gréBeren 
Extraktor anfertigen, welcher etwa 40 g Fleischpulver auf einmal 
extrahieren liBt. Genau 100 g H.F1.P. wurden mit dem Appa- 
rate in 3 Abteilungen durch Einlagerung der entfetteten Watte 
je 5 Stunden mit Alkohol absol. extrahiert. Die vereinigten Aus- 
ziige wurden auf eine ganz geringe Menge verdunstet und mit etwas 
gréBerer Menge absoluten Athers iibergoBen, gut gemischt und 
iiber Nacht stehen gelassen. Die ganz klare Atherlésung wurde 
abgegossen und der in der Regel am Boden des Glases als diinne 
Haut klebende Niederschlag wiederholt mit Ather ausgespiilt. Die 
vereinigten Atherausziige wurden verdunstet, bei 50°C getrocknet., 
mit Ather aufgenommen, wieder verdunstet usw. Diese Operation 
wurde fiinfmal wiederholt, um die letzte Spur von Alkohol voll- 
stindig auszutreiben. SchlieBlich wurde die atherische Lésung 
des Extraktes durch Asbest in einem MeBkolben von 500 ccm 


Rauminhalt abfiltriert, Becher und Filter mit Ather ausgewaschen 
und der Kolben bis zur Marke aufgefiillt. Nach guter Durch- 
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mischung und vollkommener Ausgleichung der Temperatur wurde 
die absolut klare schwach briunlich gefirbte Lésung mittels ge- 
eichter Pipette schnell hintereinander in die nebenstehenden 
Becher entleert. Hierdurch haben wir mehrere Proben von je 
25 und 50 cem Atherlésung erhalten. Alle Proben wurden auf 
einem zu diesem Zwecke besonders konstruierten flachen Wasser- 
bade mit Sutoschem Warmeregulator und einem fiacherartigen 
Ventilator, welcher mittels eines kleinen Peltonmotors in Be- 


‘ » 


wegung gesetzt wird, genau bei 50° C verdunstet (Fig. 3). 
Trockenbestimmung des Atherextraktes. 

Drei Proben von je 25 ccm Atherlésung, welche in vorher 
tarierte Becher entleert worden waren, wurden nach der Ver- 
dunstung des Athers im Trockenschrank mit Sutoschem Regu- 
lator genau bei 50° C mehrere Stunden getrocknet und dann im 
evakuierten Chlorcalciumexsiccator bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. 

Die Resultate sind folgende: 





Peomet.....s... O2843¢ 
Probe 2........ 08348 
Peeme 3. ..siss ORO 
Summa ........ 1,004lg 
Mittelh ........ 0,3347 2 


In allen folgenden Untersuchungen dieser Serie wird die ge- 
fundene Zahl als Trockengehalt des Atherextraktes zugrunde 
gelegt. 

Das H.FI.P. enthilt demnach 6,694°,, Atherextrakt. 


Stickstoffbestimmung im Atherextrakte. 

Zwei Proben von je 0,3347 g Atherextrakt wurden mittels 
Athers in Kjeldahlsche Kolben hineingebracht, mittels Wasser- 
strahlgeblises von Ather befreit und durch Zusatz von 10 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure, 6 g Kaliumsulfat und 0,5 g Kupfer- 
sulfat auf dem Sandbade vollig verbrannt. Vorgelegt wurde 
10,0 cem "/;-Schwefelsiure und zuriicktitriert mit "/,)-Natron- 


lauge. Als Indicator diente Kongorotlésung. 
Probe | verbrauchte 9,9 ccm "/,)-NaHO 
Probe 2 ebenfalls 9,9 cem "/,,-NaHO 
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zur Endreaktion. Demnach wurde 5,05 ccm "/;-Schwefelsiure 
durch Ammoniak gebunden. Atomgewicht des Stickstoffes als 
14,04") berechnet, enthielt demnach 0,3347 g Atherextrakt, 
0,01418 g Stickstoff = 4,238% N. 

Es war uns sehr iiberraschend, da das Atherextrakt einen 
so enorm hohen Stickstoff enthielt. Von den atherléslichen Fett- 
arten, welche im Molekiile Stickstoff enthalten, kommt hier haupt- 
siichlich das Lecithin in Betracht, weil das Jecorin und Protagon, 
wenn auch vorhanden, jedenfalls an Menge ganz unbedeutend 
sein wirden. Seit Hoppe -Seyler nimmt man im allgemeinen 
an, dafB das tierische Lecithin ganz tiberwiegenderweise aus der 
Distearylverbindung bestehe. Betrachtet man beiliufig jenen 
Stickstoff als ganz dem Lecithin angehérig, und berechnet man 
die Menge des Distearyllecithins nach der Gleichung L: N 
= 807,8 : 14,04; und N x 57,54=L, so resultiert die ganz un- 
geheure Menge von 243,4% Lecithin. Demnach steht es ganz 
auBer Zweifel, daB der gréBte Teil jenes Stickstoffes nicht der 
Fettnatur, sondern dem Atherextrakte beigemengten Stickstoff- 
verbindungen angehoért. Indessen es ist schwer verstandlich, daB 
‘itherlésliche Stickstoffverbindungen in einer so groBen Menge von 
vorneherein praiformiert oder durch etwaige Zersetzung vorgebildet 
im Fleischpulver enthalten sind. Vielmehr scheint uns die An- 
nahme wahrscheinlicher, daB bei der Extraktion des Alkohol- 
extraktes mit Ather ein Teil der an und fiir sich in demselben 
schwer léslichen Verbindungen durch Vermittlung verschiedener 
in Ather léslichen Bestandteile in den letzteren aufgenommen und 
in Lésung gehalten werde. Ob dies eine scheinbare Lésung ist, 
sei vorliufig dahingestellt. Von dieser Voraussetzung ausgehend, 
haben wir die Atherextrakte durch Behandlung mit Wasser von 
den Verunreinigungen zu trennen versucht. 

Eine Probe von 0,3347 g Atherextrakt wurde mit etwa 50 ccm 
Wasser versetzt und mit einem Uhrglas bedeckt eine halbe Stunde 
auf dem Sandbade vorsichtig gekocht. Es entstand hierdurch eine 
gleichmaBige Emulsion, die nach dem Erkalten durch Asbest ab- 
filtriert wurde. Das Filtrat war indessen stark opalisierend. Eine 
zweite Probe wurde mit 50 cem Wasser auf dem Wasserbade etwa 


1) Das Atomgewicht des Stickstoffes war im Jahre 1907 wiederum 
zu 14,01 festgesetzt. Aber dasselbe wurde aus auBeren Griinden in dieser 


ganzen Abhandlung zu 14,04 berechnet. 
Biochemische Zeitechrift Band VIII. 16 
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5 Minuten erwirmt und gut gemischt. Es entstand ebenfalls eine 
gleichmaBige Emulsion. Dieselbe wurde nach dem Erkalten im 
Scheidetrichter mit Ather geschiittelt. Es entstand eine dicke 
Emulsion, welche auch nach langem Stehen keine Tendenz zeigte, 
sich von selber aufzulésen. Gleiches Resultat erhielten wir, als 
wir das Extrakt zuerst in Ather auflésten und dann mit Wasser 
schiittelten. Etwas besser war die Trennung, als wir das Extrakt, 
wie vorher, zuerst mit Wasser erwirmten, dann nach dem Er 
kalten durch Zusatz von 2 cem 15 prozentiger Schwefelsiure mit 
Ather schiittelten. Nach langem Stehen wurde die Atherschicht 
allerdings klar, aber die wiasserige Schicht blieb bis zuletzt emul- 
sionsartig getriibt. Der weitere Zusatz von Schwefelsiure konnte 
keine gute Trennung bewirken. 

Nach diesen vergeblichen Versuchen haben wir endlich ge- 
funden, daB der von uns friiher zum Zwecke der Atherextraktion 
in tierischen Flissigkeiten angegebene Fliissigkeitsextraktor (13 
imstande ist, von der wiisserigen Emulsion des Atherextraktes 
eine glatte Trennung der wasser- und itherléslichen Substanzen 
zu erzielen. Eine Reihe von Proben wurde mit Zusatz von je 
50 cem Wasser bei verschiedener Temperatur verschiedene Zeit 
lang digeriert, dann im Flissigkeitsextraktor unter Zusatz von 
2ecem 15prozentiger Schwefelsiure extrahiert. Alsdann wurde 
sowohl das Atherextrakt wie das Wasserextrakt nach K jeldahl auf 
Stickstoffgehalt untersucht. Schon nach dreistiindiger Extraktion 
mit dem Apparate wurde die Wasserschicht im Zylinder klar, den- 
noch haben wir die Extraktion meist 15—20 Stunden lang fortgesetzt. 

Die Resultate sind in der folgenden Tabelle verzeichnet. 


Je 0,3347 g Atherextrakt mit je 50 cem Wasser digeriert. 








Stickstoff in | Stickstoff in 





Nummer »3 ‘e ‘ 
der Temperatar bei Dever , der itherischen | der wasserigen -_ man 
Versuche , 2% Digestion der Digestion Licune Léeung stickstoff 

1 100° C 5 Minuten 0.0035 ¢ 0,0103 ¢ 0,0138 ¢ 

2 100°C 3 - 0,0028 0,0112 0,0140 

3 70°C 15 ” 0,0034 0,0103 0,0137 

4 40°C 1 Stunde 0,0035 0,0103 0,0138 

5 40°C 20 Stunden 0,0035 0,0105 0,0140 
Mittel - 0,0033 ¢ 0,0105 g 0,0138 ¢ 


Wegen des umstiindlichen Verfahrens war die durchschnitt- 
liche Summe des Stickstoffes (0,0138 g) fiir eine Probe etwas 
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weniger als die friihere direkte Analyse (0,0142 g).  Allerdings 
betrug der Verlust nur 0,0004 g Stickstoff. Bei der Digestion 
der Atherextrakte mit Wasser haben wir absichtlich die Tem- 
peratur stark variiert, um zu sehen, ob hierdurch eine Anderung 
in der Stickstoffverteilung verursacht wird, in welchem Falle man 
eine Zersetzung des Lecithins vermuten kénnte. Der Ver- 
such Nr. 2, bei welchem das Extrakt 3 Stunden lang anhaltend 
mit Wasser gekocht wurde, zeigte in der Tat eine geringe Ab- 
nahme des Stickstoffes in der iitherischen Lésung und eine dem- 
entsprechende Zunahme in dem Wasserextrakte, was wohl auf 
eine geringe Zersetzung des Lecithins hinweist. Die Differenz 
betrigt im Vergleiche mit dem Mittelwerte indessen nur 0,0007 g 
Stickstoff, entsprechend 0,040 g Distearyllecithin. Die tibrigen 
vier Analysen stimmen in bezug auf die Stickstoffverteilung fast 
vollkommen tiberein, woraus hervorzugehen scheint, daB das kurz- 
dauernde Erhitzen der Atherextrakte mit Wasser auf 70° C resp. 
auf 100° C oder eine langdauernde Digestion bei 40° C keine merk- 
liche Zersetzung des Lecithins hervorruft. 

Was das Hauptresultat dieser Versuche anbelangt, so betriigt 
von dem Gesamtstickstoff von 0,0138 g derjenige, welcher in 
Ather iibergegangen ist, 0,0033 g = 23,99, und derjenige im 
Wasserextrakte 0,0105 g=76,19%. Es verhilt sich demnach jener 
zu diesem wie rund 1: 3. Berechnet man nun jenen Stickstoff 
der Atherfraktion als ganz dem Lecithin angehdrig, so betrigt die 
Menge des letzteren 0,1899 g. Das macht von 0,3347 g Ather- 
extrakt 56,73°,. Wie aus der folgenden Phosphorbestimmung 
auch hervorgeht, ist es unméglich, daB das Lecithin in einer so 
groBen Menge im Atherextrakt enthalten ist. Demnach geht auch 
bei der vorhergehenden Wasserdigestion des Atherextraktes cin 
Teil derjenigen Sticksotffverbindungen, welcher nicht der Fett- 
natur angehort, in den Ather iiber. Somit ist die Menge des Stick- 
stoffes im Atherextrakte unter allen Umstinden als Mafstab des 
Lecithingehaltes nicht geeignet. 


Phosphorbestimmung im Atherextrakte. 
Eine Probe von 0,6684 g Atherextrakt wurde mit Salpeter- 
mischung durch gelindes Erwiirmen gut gemischt, in einer Platin- 
schale mit einer Schicht des Salzes tibergossen und vorsichtig ge- 


schmolzen. Weiter wurde die gebildete Phosphorsiiure genau 
16* 
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nach Vorschrift tiber die Stufen von phosphormolybdinsaurem 
Ammon und phosphorsaurer Ammoniakmagnesia schlieBlich in 
pyrophosphorsaure Magnesia iibergefiihrt. Nur sei hier bemerkt, 
daB der Niederschlag des phosphormolybdinsauren Ammons 
mit einer Mischung von 100 cem molybdainsauren Ammons, 
20 cem verdiinnter Salpetersiiure (1,2 D) und 80 ccm Wassers 
mit Vorteil ausgewaschen wurde, weil die iibliche Methode 
der Auswaschung mit Salpetersiure-Ammoniumnitratmischung 
eine merkliche Menge jenen Niederschlages auflést und man so- 
mit einen unbekannten Fehler begeht. 

Die Ausbeute aus 0,6694 ¢ Atherextrakt betrug 0,0235 g 
Mg.P,0, = 0,00654 g Phosphor = 0,1705 g Distearyllecithin. 

Demnach betrug die Menge des Lecithins 25,479, des Gesamt- 


iitherextraktes. 


Getrennte Phosphorbestimmung. 

Eine Probe von 0,6694 g Atherextrakt wurde mit 70 cem 
Wasser unter 6fterem Umriihren bei 40° C 4 Stunden digeriert. 
Die feine wiisserige Emulsion wurde durch 28stiindige Extrak- 
tion im Fliissigkeitsextraktor in aitherische und wiisserige Lésung 
getrennt. Beide Lésungen wurden nach dem Verdunsten genau, 
wie oben, getrennt auf Phosphorgehalt untersucht. 

Die atherische Lésung gab = 0,0200 g Mg,P,0,, 

= 0,1452 g Lecithin (a) 
= 21,72% (fiir 0,6694 g Extrakt). 
Die wiisserige Lésung gab = 0,0025 g Mg,P,O, 
= 0,0181 g Lecithin (b) 
= 2,71% des Gesamtextraktes. 
Demnach betrigt 
a+ b= 24,41%, Lecithin. 


Mit der vorhergehenden Bestimmung verglichen, betragt die 
Differenz in der Lecithinmenge 1,06%. Da die wiisserige Lésung 
keine Kérper von Fettnatur enthilt, so kénnte dieser Befund so 
erklirt werden, daB die darin aufgefundene Phosphorsiure doch 
von der teilweisen Zersetzung des Lecithins stammt, wihrend die 
Fettsiurekomponenten desselben in Ather aufgenommen wurden. 
Nun haben wir die Menge des Lecithins fiir 0,6694 g Atherextrakt 
aus seinem Phosphorgehalte zu 0,1705g berechnet. Demnach 
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wiirde dieselbe fiir 0.3347 g Atherextrakt 0,0853 g betragen. Die- 
selbe wirde in Distearylverbindung 0,0015 g Stickstoff enthalten. 
Bei der getrennten Stickstoffbestimmung haben wir fiir 0,3347 g 
Atherextrakt in der iaitherischen Lésung 0,0033 g Stickstoff ge- 
funden. Demnach gehért nur ca. die Halfte davon wirklich dem 
Lecithin und die andere Hilfte Stickstoff in derselben muB als 
Verunreinigung betrachtet werden. Es fragt sich nun, ob es 
richtig ist, die in dem Atherextrakte des Fleischpulvers ent- 
haltenen Phosphorverbindungen siimtlich als Lecithin zu_be- 
trachten. Streng genommen ist es natiirlich nicht richtig, denn 
das Jecorin ist bekanntlich in Ather liéslich und das Protagon ist 
wenigstens in warmem Ather léslich. Beide sind phosphorhaltig 
und in fast allen tierischen Geweben aufgefunden worden. Diese 
Verbindungen sind indessen nach den bisherigen Angaben auBer 
in dem Centralnervensystem iiberall nur in geringer Menge vor- 
handen. Das Jecorin wird gegenwirtig als Lecithinzucker auf- 
gefaBt. Das Protagon gibt bei der Zersetzung Lecithinmolekiile 
ab. Hiernach kann man die beiden Verbindungen als eine Art 
zusammengesetzter Lecithine betrachten. Bei dieser Sachlage 
halten wir bisheriger Anschauung folgend fiir richtiger, allen 
Phosphor im Alkohol-Atherextrakte als Lecithinphosphor zu be- 
trachten, und zur quantitativen Bestimmung des Lecithins im 
Atherextrakte Phosphorbestimmung zugrunde zu legen, solange 
die einwandsfreien quantitativen Trennungsmethoden von Lecithin, 
Jecorin und Protagon nicht bekannt gegeben werden. Wie wir 
unten Beweise dafiir anfiihren kénnen, ist die Fillung des Leci- 
thins mittels Acetons zur quantitativen Bestimmung desselben 


durchaus unzureichend. 


Verseifung des Atherextraktes. 

Eine Probe von 0,3347 g Atherextrakt wurde mit 1 cem Kali- 
lauge von 47°, (=0,7 g KHO) und 20 cem Alkohol absol. ver- 
setzt und in einem Rundkolben unter Kiihlung bedeckt, 30 Mi- 
nuten auf dem Wasserbade verseift. Der Alkohol wurde ver- 
dunstet, der Riickstand mit Wasser aufgelést und unter Zusatz 
von 10 ccm 15 prozentiger Schwefelsiure im Flissigkeitsextraktor 
20 Stunden mit Ather extrahiert. Atherische Lésung wurde so 
lange mit Wasser geschiittelt, bis das Wasser nicht mehr sauer 
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reagierte. Der Ather wurde verdunstet, bei 50° C getrocknet 
und der Riickstand nochmals mit Ather gereinigt. 

Die Fettsiure wog 0,1936 g. 

Eine zweite Probe von 0,6694 g Atherextrakt wurde nach der 
Digestion mit 70 ccm Wasser bei 40° C durch 28stiindige Ex- 
traktion mit dem Apparate in Ather aufgenommen. Das Extrakt 
wurde nach dem Verdunsten des Athers verseift. 

Die Fettsiiure wog 0,3838 g fiir 0,6694 ¢ Atherextrakt 
=0,1919¢g ., 0,3347 g 


Demnach betrigt das Mittel von zwei Proben 0,1928 g Fett- 
siure = 57,60% des Atherextraktes (0,3347). 

Zwei andere Proben, welche nach der Verseifung nicht im 
Apparate extrahiert, sondern im Scheidetrichter unter Schwefel- 
siiurezusatz mit Ather geschiittelt wurden, gaben: 

Probe 1 0,1885 g Fettsiiure aus 0,3188 g Extrakt = 59,14%, 
2 0,1879 g - »» 09,3127 g » weer 


Im Gesamtmittel enthailt das Atherextrakt somit 58,94 
Fettsaiuren. 

Die so dargestellten Fettsiuren sind noch lange nicht als 
chemisch rein anzusehen. In die nihere Zusammensetzung der- 
selben gehen wir erst spiter ein. Vorliufig nehmen wir dieselben 
als reine Fettsiiuren an. 

Nach der obigen Untersuchung haben wir in demselben 
Atherextrakte 25,47% Distearyllecithin gefunden. Das letztere 
enthalt im Molekiile 70,399, Stearinsiure. Demnach sind von 
den Fettsaiuren 17,93°% des Extraktes in Form von Lecithin vor- 
handen. Die iibrigen 41,01° des Atherextraktes sind nun die- 
jenigen Fettsiuren, welche als Triglyceride die Hauptmenge des 
Neutralfettes im Atherextrakte darstellen. Allerdings wird hierbei 
sowohl die Fettsiure der Seife wie das Cholesterin als Triglyceride 
in Rechnung gebracht, waihrend die Triglyceride der fliichtigen 
Fettsiuren ganz vernachlissigt werden. Indem wir auf die Griinde 
fiir oder gegen diese Betrachtungsweise erst spiiter naher ein- 
gehen, nehmen wir dieselbe vorliufig als berechtigt an, weil die 
mégliche Fehlergrenze allenthalben nur klein ist. Es fragt sich 
nun, welchen Faktor man am zweckmiBigsten zu nehmen hat, 


um aus den Fettsiuren die Menge des Neutralfettes zu berechnen. 
Im tierischen Fette iiberwiegen die Oleate, dann folgen die Pal- 

















(Quantitative Bestimmung von Fett und unverseifbaren Substanzen usw. 237 


mitate. Die Menge der Stearate tritt bekanntlich am meisten 
zuriick. Das Mengenverhiltnis von drei Triglyceriden schwankt 
iibrigens je nach dem Tierspecies, Alter, den Lagen usw. be- 
deutend. Es ist also unméglich, einen fiir alle Fille passenden 
Faktor auszuwahlen. Daher schlieBen wir uns dem bisherigen Ge- 
brauche an, indem wir das mittlere Molekulargewicht von gleichen 
Teilen dreier Triglyceride zugrunde legen und die Fettsiuren mit 
dem Faktor 1,046!) auf Neutralfett umrechnen, um so mehr, da 
das Molekulargewicht von Olsiure und Stearinsiiure beinahe gleich 
und viel héher ist, als das der Palmitinsiiure, und daher das 
berechnete Produkt mit jenem Faktor beinahe dem mittleren 
Molekulargewichte von zwei Teilen Triolein und einem Teile 
Tripalmitin entspricht, was in den meisten Fillen annihernd 
richtigen Wert zu geben scheint. Bemerkt sei noch, daB das 
mit dem Faktor 1,046 berechnete Neutralfett demjenigen ent- 
spricht, welehes in 95,6°, 
besteht. 

Kommen wir nach dieser Verweilung auf die friihere Betrach- 


hohen Fettsiuren und 4,49, Glycerin 


) 


tung zuriick, so ergibt sich aus 41,01% Fettsaiuren 42,9°%, Neutral- 
fett. Demnach sind in unserem Atherextrakt 25,47°%, Lecithin 
und 42,99 Neutralfett enthalten. Das macht zusammen 68,4% 
des Atherextraktes. Die iibrigen 31,6, des Atherextraktes sind 
also als Verunreinigungen zu betrachten, welche zum groBen Teil 
in stickstoffhaltigen Verbindungen zu bestehen scheinen. Die Ver- 
unreinigungen betragen demnach 46,22, der im Atherextrakte 
enthaltenen Fettarten. 


1) Ableitung des Faktors: 


Molekulargewicht von Triolein 884.8 
.. Tristearin 890.9 
» Tripalmitin = 806,8 


Mittel = 860,8 
(Oleopalmitostearat) 


Molekulargewicht von Olsaure = 282,3 

os » Stearinsiure = 284,3 

‘a » Palmitinséiure = 256,3 
Summa = 822,9 _ 


(Oleopalmitostearinsaure ) 


Oleopalmitostearat 860,8 ; 
= = 1 ,046. 





Oleopalmitostearinsiure — 822,9 
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Aufsuchung des Kreatins im Atherextrakie. 

Das Kreatin, welches unter den stickstoffhaltigen Extraktiv- 
stoffen des Fleisches an Menge bei weitem iiberwiegt, kénnte 
trotz seiner Schwerloéslichkeit durch Vermittlung verschiedener 
léslicher Anteile aus dem Alkoholextrakte zum Teil in Ather- 
extrakte tibergegangen sein. Daher haben wir im folgenden im 
Atherextrakte nach dem Kreatin gesucht. Zu dem Zwecke haben 
wir aus 30g H.FI.P. durch Alkoholextraktion mittels Heil}- 
extraktors iiber 2g Atherextrakt dargestellt. Als das Extrakt 
in iitherischer Lésung mit Wasser geschiittelt wurde, entstand 
eine dicke Emulsion, welche sich trotz Saurezusatz nicht auf- 
léste. Bei weiteren Versuchen der Trennung ist leider etwa die 
Halfte davon verloren. Der Rest wurde durch Flissigkeits- 
extraktor in atherische und wiisserige Lésung getrennt. Die 
letztere wurde zur Sirupdicke eingedampft, nochmals mit Wasser 
aufgenommen, zur Uberfiihrung des Kreatins in Kreatinin mit 
Schwefelsiure gekocht, mit Bariumcarbonat im Uberschusse be- 
handelt, abfiltriert, das Filtrat mit Essigsiure angesiiuert, ein- 
gedampft, mit Alkohol absol. aufgenommen und das alkoholische 
Filtrat wurde mit alkoholischer Chlorzinklésung versetzt. Nach 
einigen Tagen trat eine krystallinische Ausscheidung auf, deren 
mikroskopischer Befund typische Form von Kreatininchlorzink 
zeigte. Vordem wurde in der wasserigen Lésung auch die Farben- 
reaktion des Kreatinins nach Weyl mit positivem Erfolg an- 
gestellt. Zur weiteren Identifizierung reichte die Menge nicht aus. 

Eine Probe von 1,34 g Atherextrakt wurde nach der Digestion 
mit Wasser im Fliissigkeitsextraktor unter Saiurezusatz in athe- 
rische und wasserige Lésung getrennt. Die letztere wurde genau 
wie oben verarbeitet. Der ausgeschiedene Niederschlag wurde 
nach einigen Tagen gewogen. 

Derselbe betrug 0,0264 g. Der Niederschlag wurde mit Wasser 
und etwas Natriumcarbonatlésung versetzt, gekocht, durch asche- 
freies Papier abfiltriert, bis chlorfrei ausgewaschen, getrocknet, 
verascht und gegliiht. Die Menge des gebildeten Zinkoxydes 


betrug 0,007 g. ° 
(C,H,N,O),ZnCl, verlangt 22,449, ZnO 
gefunden 26,5 % ZnO. 
Wegen allzu kleiner Menge konnte eine gute Ubereinstim- 
mung nicht erzielt werden. In Anbetracht der typischen Reak- 
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tion und Krystallform ist indes die Existenz von Kreatin im Ather- 
extrakt als bewiesen anzusehen. 0,0264 g Kreatininchlorzink ent- 
spricht 0,0191 g Kreatin mit 0,0061 g Stickstoff.. Die getrennte 
wisserige Losung enthielt nach der friiheren Untersuchung fiir 
0,3347 g Atherextrakt 0,0105 g Stickstoff, 1,34 g Atherextrakt er- 
fordert fiir dieselbe somit 0,042 g Stickstoff. Demnach ist nur 


ca. '/, des Stickstoffes der Wasserfraktion als Kreatin vorhanden. 





Die Natur der iibrigen Stickstoffverbindungen liBt sich nicht 


leicht eruieren. 





Versuchsreithe 2. 
Weitere Untersuchungen der Stickstoffverteilung im 
Atherextrakte. 
100 g H.FILP. wurden in drei Sitzungen im groBen Heil}- 





extraktor je 5 Stunden mit Alkohol absol. extrahiert. Hieraus 
wurde genau nach der friiher beschriebenen Methode itherische 
Lésung hergestellt, und dieselbe dann in einem Mefkolben von 
500 cem Rauminhalt mit Ather aufgefiillt. Durch besondere Vor- 
richtung, welche die Verdunstung des Athers bei der Operation 





: vermeidet, wurden mehrere Proben von je 25 cem und je 50 ccm 
Atherlésung hintereinander abpipettiert. 


Trockenbestimmung in je 25 ccm ergaben: 


Probe 1. . . . 0,3256g¢ Atherextrakt 
2 0,3252 
- 4 0,3272 
4. 0,3252 





ree 0.3258 g Atherextrakt. 


Das Fleischpulver enthielt demnach jetzt 6,52% Atherextrakt. 


Zwei Stickstoffbestimmungen in je 25ecm Atherlésung er- 





gaben: 
Probe 1. . . . 00,0142 g¢ 
9 2s « », Oe 





Mittel . . . . 0.0143 ¢ Stickstoff. 


Demnach enthielt das Atherextrakt 4,39°% Stickstoff. 
Eine Probe von 0,3258 g Atherextrakt wurde nach der Di- 


gestion mit Wasser im Fliissigkeitsextraktor bei saurer Reaktion 





eee 
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24 Stunden mit Ather extrahiert und jede Fraktion getrennt auf 
ihren Stickstoffgehalt untersucht. 
Atherische Lisung enthielt . . 0,0029 g Stickstoff, 
wiisserige Lésung enthielt . . 0,011] ” 
0,0140 ¢ Stickstoff. 





Die Summe betrug 


Hierauf haben wir nach dem Vorgange von M. Pfaundler(14) 
zur Feststellung der Stickstoffverteilung die wisserige Fraktion 
mit Phosphorwolframsiure behandelt. 

Eine Probe von 0,652 g Atherextrakt wurde nach der 6fters 
beschriebenen Methode in atherische und wisserige Lésung ge- 
trennt. Die erstere gab nach Kjeldahl 0,0077 g Stickstoff. 

Die wisserige Lésung wurde auf ca. 50 ccm eingeengt, mit 
10 cem Phosphorwolframsiure versetzt (100 g Acidum Phosphor- 
wolframicum Merck und 100 ccm Salzsiiure von 25% mit Aq. 
destill. auf 11 aufgefillt), am nachsten Tage abfiltriert und der 
Niederschlag mit etwas verdiinnter Phosphorwolframsaure aus- 
gewaschen. 

Filter mitsamt Niederschlag kjeldahlisiert ergab 0,0116 g 
Stickstoff. 

In einer gleich behandelten Probe wurde der Phosphor- 
wolframsaureniederschlag mit 10 g Phosphorsiure in Stangen ver- 
setzt, mit geringer Menge Wasser aufgelést und im Autoklav bei 
150° C 4% Stunden erhitzt. Nach dem Erkalten in den Kjel- 
dahlschen Kolben iibergefiihrt, wurde die zugesetzte Siure durch 
Normallauge beinahe neutralisiert und dann unter Zusatz von 
10 g Magnesiumoxyd im Kjeldahlkolben destilliert. Das Destillat 
wurde mit "/,,-Lauge zuriicktitriert. Die Menge des leicht ab- 
gespaltenen Stickstoffes im Phosphorwolframsaéureniederschlag 
betrug 0,0013 g. Hieraus berechnet sich die Menge des schwer 
abspaltbaren Stickstoffes in dem genannten Niederschlage zu 
0,0103 g. 

Das Filtrat des P.W.S.-Niederschlages wurde zur Sirup- 
dicke eingedampft, mit 10 g Phosphorsiure in Stangen versetzt 
und weiter genau ebenso, wie der P.W.S.-Niederschlag, auf 
leicht abspaltbaren Stickstoff untersucht. 

Probe 1 ergab 0,0029 g Stickstoff, 
» 2 4, 0,0028 





Mittel . . . 0,00285 g Stickstoff 
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Alsdann wurde der Riickstand mit konzentrierter Schwefel- 
siure vollstiindig verbrannt und mit einem AlkaliiiberschuB 
destilliert. 

Probe 1 ergab 0,0060 g Stickstoff 
os 2 Me 0.0066 
Mittel . . . 0.0063 g Stickstoff. 





Demnach gestaltet sich die Verteilung des Stickstoffes im 
Atherextrakt folgendermaBen : 
Von 0,0285 g Stickstoff (= 100 gesetzt) in 0,652 ¢ Extrakt 
kommen in: 
1. Stickstoff in itherischer Lésung . . . 0,0077 g = 27,0°, 
In der wisserigen Lésung: 
2. Leicht abspaltbarer Stickstoff des 
P.W.S.-Niederschlages tcvaaenes Ce= €e. 


~ 


3. Schwer  abspaltbarer Stickstoff des 
P.W.S.-Niederschlages 


2 ee es « 00103 g = 36,0% 
4 Leicht abspaltbarer Stickstoff des 





P.W.S.-Filtrates ......... . 0,0029g=10,0% 
5. Schwer abspaltbarer Stickstoff des 

P.W.S.-Filtrates .......... 0,0063g = 225% 

Summa .....2.-eeeec084-4- 6 OO25g= 100. 


Die Ubereinstimmung der Analyse war zufillig eine ganz 
vollstandige. 

Wie friiher durch die Phosphorbestimmung nachgewiesen 
worden ist, gehért von dem Stickstoff in der getrennten Ather- 
lésung nur die Hilfte dem Lecithinstickstoff und die tibrige Halfte 
ganz anderen Stickstoffverbindungen an. 

Eine Probe von 0,652 Atherextrakt wurde ferner nach Schlé- 
sing direkt auf Ammoniakstickstoff untersucht. Es ergab sich 
0,0022 g Stickstoff = 7,7% des Gesamtstickstoffes. 

Hieraus kann man schlieBen, da in dem Atherextrakte nach 
Alkoholvorbehandlung etwa sieben verschiedene Stickstoffver- 
bindungen enthalten sind. Wir verzichten indes, fiir die einzelnen 
Stickstofffraktionen bekannte Verbindungen des Fleischextraktes 


einzusetzen, weil der Ubergang des Alkoholextraktes in Ather, 
sowie der Zersetzung der Stickstoffverbindungen bei der Siure- 
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kochung in einem Gemische von so verschiedenen zum Teil be- 
kannten, zum Teil unbekannten Fleischextrakten ein recht kom- 
plizierter Vorgang zu sein scheint. Aus diesen Untersuchungen 
geht jedenfalls so viel mit Sicherheit hervor, dab die gegenwartig 
iibliche Methode der Alkohol-Atherextraktion resp. Alkohol- 
Chloroformextraktion auBer Fettarten verschiedenartige zum Teil 
in Ather unlésliche Verbindungen in ganz bedeutender Menge aus 
dem Organpulver herauszieht, welche mit der Fettnatur keinen 
Zusammenhang haben. Daher ist dieselbe zur quantitativen Fett- 
bestimmung tierischen Materials durchaus ungeeignet. Die Unter 
suchungen verschiedener quantitativer Reaktionen der Fette. 
welche zwar in der Fettanalyse fiir die ausgelassenen relativ reinen 
Fette groBe Wichtigkeiten haben, haben fiir die Atherextrakte 
mit stickstoffhaltigen Verunreinigungen iiber 30°, wohl keinen 
Sinn. Daher sind dieselben bei unserer Untersuchung ganz unter- 


blieben. 


Versuchsreihe 3. 
Verhalten des Atherextraktes gegen Petroldather, Aceton, 
Chloroform, Benzol usw. 

Aus 30g H.FI.P. wurden nach der Alkohol-Atherextraktion 
300 cem iitherischer Lésung hergestellt, woraus 5 Proben von je 
50 cem Atherlésung abpipettiert wurden. 

Das Mittel von drei Trockenbestimmungen betrug 0,3205 g 
Atherextrakt in 50 ccm, d. h. 6,4%, des Fleischpulvers. Das Ex- 
trakt enthielt ferner 3,94°, Stickstoff. 


Verhalten gegen Petrolather. 

Eine Probe von 0,3205 g Atherextrakt wurde mit Petrolither 
aufgenommen, durch Asbest abfiltriert, verdunstet und bei 50° © 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Es ergab sich 0,3130g Extrakt. Demnach ist das Ather- 

7 70/ 


extrakt bis zu 97,7% vom Petrolither aufgenommen worden. Der 
Verlust betrug nur 2,3°,. 


Verhalten gegen Aceton. 
Eine Probe von 0,313 g Atherextrakt wurde in geringer Menge 
Aether absol. aufgelést, mit einemU berschu8 von Aceton (zwischen 
56,8° C und 58°C abdestilliert) versetzt, abfiltriert, das Filtrat 


> 
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verdunstet und nochmals mit Aceton versetzt. Der mit Aceton 
ausgewaschene Niederschlag, welcher der allgemeinen Anschau- 
ung nach Lecithin sein sollte, wog 0,0706 g, entsprechend 22,56°, 
des Atherextraktes. Dieser Niederschlag gab nach der Molybdiin- 
siiuremethode auf Phosphorgehalt untersucht 0,0062 g Mg,P,O, 
= 0,00173 g Phosphor = 0,045 g Distearyllecithin = 14,04°,, des 
Atherextraktes. Demnach enthilt der Acetonniederschlag aus dem 
Phosphorgehalt berechnet nur 63°, Lecithin. Das Acetonfiltrat 
enthielt 0,0086 g Stickstoff = 3,55%. 

Eine zweite Probe von 0,3205 ¢ Atherextrakt wurde genau, 
wie oben, mit Aceton behandelt. Das Acetonfiltrat wog nach dem 
Verdunsten 0,2396 g = 74,89. Die scheinbare Lecithinmenge be- 
trug demnach jetzt 25,2°%. Das Acetonfiltrat gab nach der 
Molybdinsiiuremethode 0,0028 ¢ Mg,P,0, =0,0208 g Lecithin 
= 6,49°, des Atherextraktes. Nimmt man an, da® aller Phosphor 
im Atherextrakt als Distearyllecithin vorhanden ist, so betriigt 
die Gesamtmenge 0.0658 g, in 0,3205 g Atherextrakt = 20,52°,,, 
wovon 0,0208 g = 31,6% im Acetonfiltrat und 0,0461 g = 68,39°,, 
des Gesamtlecithins durch Aceton ausgefillt worden sind. Dem- 
nach hat das Aceton nicht die Fihigkeit, aus dem Atherextrakte 
alles Lecithin zur Fillung zu bringen. Andererseits bestehen von 


der Acetonfallung nur 63,74°% in Lecithin. 


Verhalten gegen Methylalkohol. 
Kine Probe von 0,3205g Atherextrakt wurde in Methyl- 
alkohol aufgenommen. Das Filtrat enthielt 0,3112 ¢ Extrakt. 
Der Verlust betrug demnach nur 2,9°%). 


Verhalten gegen Benzol, Chloroform und Essigather. 

Das Atherextrakt ist in Benzol und Chloroform leicht léslich. 
Dagegen ist es in Essigither nur teilweise léslich und hinterlaBt 
einen harzigen Riickstand, welcher sich zwar beim Erwarmen klar 
auflést, aber beim Erkalten wieder ausscheidet. 


Versuchsrethe 4. 
W iederholte Acetonfallung, Bestimmung von Phosphor, Schwefel, 
Asche, Fettséure und Milchsdure im Atherextrakte. 


Aus 200g H.FI.P. wurden durch Alkoholextraktion, wie 
sonst, Atherextrakt dargestellt, welches mit absolutem Ather in 














244 M. Kumagawa und K. Suto: 


Literkolben aufgefiillt, und daraus mehrere Proben von je 25 cem, 
50 cem und 100 ccm durch besondere Vorrichtung abpipettiert 
wurden. 

Das Mittel von drei Trockenbestimmungen betrug 0,3325 g 
Atherextrakt fiir 25 com = 6,65% des Fleischpulvers. 

Der Stickstoffgehalt des Extraktes wurde im Mittel von zwei 
Bestimmungen zu 4,68% festgestellt. 


Acetonfallung und Phosphorbestimmung. 

Drei Phosphorbestimmungen in 0,665 g Atherextrakt nach 
Molybdinsiuremethode betrugen im Mittel 0,0197 g Mg,P,O, 
= 0.1429 g Distearyllecithin = 21,52%, des Extraktes. 

1,330 g Atherextrakt wurden in 10 ccm Ather aufgelést, mit 
150 cem Aceton versetzt, iiber Nacht stehen gelassen, das Aceton 
abgegossen und der Riickstand mit Aceton ausgewaschen. Die 
Acetonlésung wurde verdunstet, nochmals mit Aceton tibergossen 
und stehen gelassen. Der Gesamtniederschlag der Acetonfallung 
wurde in Ather aufgelést. Hierbei blieb eine harzige Masse un- 
gelést zuriick, welche 0,0966 g wog und einen Stickstoffgehalt von 
9,01%, hatte. Die durch Asbest abfiltrierte atherische Lésung 
wurde verdunstet und bei 50°C bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Der Riickstand betrug 0,1712 g = 12,9% des Gesamt- 
itherextraktes (1,330 g). Dieser Niederschlag wurde mit Salpeter- 
mischung verascht und nach der Molybdinsiuremethode auf 
ihren Phosphorgehalt untersucht. Es ergab sich 0,0162 g Mg,P,0- 
= 0,1160 g Lecithin = 67,8% des Acetonniederschlages, ent- 
sprechend 8,72% des Gesamtitherextraktes (1,33 g). 

Die Acetonfiltrate wurden vereinigt, verdunstet und bis zum 
konstanten Gewichte getrocknet. Der Riickstand wog 1,0622 g. 
Als derselbe in Aether absol. aufgelést wurde, blieb wiederum ein 
Teil ungelést zuriick, welcher 0,106 g betrug und einen Stickstoff- 
gehalt von 13,7% hatte. Die atherische Lésung wurde in einem 
MeBkolben von 100 cem aufgefiillt. Hiervon wurden 50 ccm ab- 
pipettiert, der Rest ausgespiilt und in beiden je eine Phosphor- 
und Stickstoffbestimmung ausgefiihrt. 

0,4781 g Trockensubstanz in 50 cem gab 0,0076 g Mg,P,0, 
= 0,0545 g Lecithin = 0,109 g in 100 ccm Atherlésung. Das macht 
8,2% des Gesamtiitherextraktes (1,33 g). Demnach betrigt die 


‘Gesamtmenge des Lecithins jetzt 16,9%, ist also nur etwa 4,62%, 
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geringer, als die nach der vorhergehenden Phosphorbestimmung. 
Dieser Verlust ist wohl darauf zuriickzufiihren, daB ein Teil des 
Lecithins in den itherunléslich gewordenen Riickstiinden zuriick- 
gehalten worden ist. Diese Untersuchung hat uns wiederum Be- 
weise dafiir geliefert, da dem Aceton die Eigenschaft nicht zu- 
kommt, Lecithin im Atherextrakte véllig auszufillen. Von der 
Gesamtlecithinmenge wurde hier nur etwa die Hiilfte durch Aceton 
gefallt, die andere Halfte blieb im Acetonfiltrat aufgelést. AuBer- 
dem bestanden von dem Acetonniederschlage nur 67,8, in Leci 
thin. Der Stickstoff in 50 cem Acetonfiltrat betrug 0,015 g¢=3,1°,, 
der Trockensubstanz. 


Schwefelbestimmung im Atherextrakte. 

Eine Probe von 0,665 g Atherextrakt wurde auf bekannte 
Weise mit Salpetermischung (S frei!) verbrannt, durch Eindampfen 
der wiisserigen Lésung mit konzentrierter Salzsiiure von salpetriger 
Saure befreit und schlieBlich in Bariumsulfat tibergefiihrt. Um 
Fehlerquellen auszuschlieben, wurden bei der Operation anstatt 
Gasflammen ausschlieBlich Spiritusflammen benutzt. 


Das Bariumsulfat wog = 0,0092 g 
= 0,00126 g S (= BaSO, x 0,1373) 
= 0,19% Schwefel. 

Zine zweite Probe von 0,3325 g Extrakt gab 0,0046 g BaSO, 
= 0,19°% Schwefel; 


. + . . . . 
also eine genaue Ubereinstimmung der beiden Bestimmungen. 


Aschengehalt des Atherextraktes. 

Eine Probe von 0,665 g Extrakt wurde zuerst mit ganz kleiner 
Flamme so weit verkohlt, bis das Empireuma verschwand. Die 
Kohle wurde mit heiBem Wasser ausgezogen, getrocknet und dann 
vollstandig verascht. Hierin wurde das Filtrat und Waschwasser 
hineingebracht, verdunstet, schwach gegliiht usw. 

Die Asche wog 0,0136 g = 2.05% des Extraktes. 

Dieselbe wurde in Salpetersiiure aufgelést und weiter nach 
der Molybdansiuremethode in Mg,P,O, tbergefiihrt. Es ergab 
sich 0,0128 g Mg,P,O0, = 0,0036 g Phosphor. 

Demnach betrigt der Phosphorgehalt 0,537% des Ather- 
extraktes = 26,15%, der Asche. 
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Berechnet man aus dem Phosphorgehalte der Asche die ent- 
sprechende Lecithinmenge, so betrigt dieselbe 13,96% des Ather- 
extraktes. Die Asche reagierte sauer, zeigte deutliche Flammen- 
reaktion fiir Kalium und Natrium. Nicht nachweisbar waren 
dagegen Chlor, Schwefelsiure und Calcium. Demnach scheint 
es wahrscheinlich, daB ein Teil Phosphor resp. Phosphorsiure 
wegen Alkalimangel bei der Veraschung entwichen ist, worauf 
auch das Minus der berechneten Lecithinmenge wohl zuriick- 
zufiihren ist. 

Kine zweite Aschenbestimmung ergab in 0,3342 g Ather- 
extrakt 0,007 g = 2,095%, also eine gute Ubereinstimmung. Mit 
dieser zweiten Probe wurden die obigen Reaktionen angestellt. 


Verseijung des Atherextraktes und Untersuchung der Fetisduren. 

ine Probe von 0,3325 g Atherextrakt wurde mit alkoholischer 
Lauge verseift und Alkohol verdunstet. Die wiisserige Seifenlésung 
wurde im Scheidetrichter nach der Zerlegung mittels Schwefel- 
siiure mit Ather geschiittelt. Der Ather wurde verdunstet und 
der Riickstand noch einmal mit Ather gereinigt. Die Menge der 
Fettsiiuren betrug 0,1962 g. Als dieselben in Ather aufgelést und 
viermal mit geringer Menge Wasser geschiittelt und wieder ge- 
trocknet wurden, reduzierte sich die Menge derselben auf 0,1894 g, 
entsprechend 56,96% des Atherextraktes. 

Zine zweite Probe von 0,3325 g Atherextrakt wurde nach der 
Verseifung im Fliissigkeitsextraktor bei saurer Reaktion mit Ather 
extrahiert. Das gereinigte Atherextrakt wog jetzt 0,2118 g. Durch 
viermalige Schiittelung desselben mit Wasser reduzierte sich die 
Menge der Fettsiuren auf 0,1950g, entsprechend 58,64% des 
Atherextraktes. 

Die so gereinigten Fettsiuren enthielten noch Stickstoff. 

Beide Proben wurden im Kjeldahlschen Kolben mit ganz 
besonderer Vorsicht verbrannt. 

Probe 1:, 0,1894g Fettsiiure enthielt 0,00063 g = 0,333% 
Stickstoff. 

Probe 2: 0,1950 g Fettsiiure enthielt 0,00084 g = 0,43% Stick- 
stoff. 

Der Stickstoffgehalt der Fettsiure betrug also im Mittel 
0,38%. 
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Dieser Befund war in der Tat gegen unsere Erwartung. Uber 
die Reinigung der Fettsiuren folgen erst spiter eingehendere Be- 


sprechungen. 


Bestimmung der Milchsiure. 

Kine Probe von 1,3368 g Atherextrakt wurde mit 200 com 
Wasser auf dem Wasserbade erwirmt. Zu der gleichmabigen 
emulsionsartigen Mischung wurden 50 cem gesittigten Baryt- 
wassers zugesetzt und weiter erwirmt. Alsdann wurde in die 
Mischung so lange Kohlensiuregas geleitet, bis der Baryt aus- 
gefallt worden ist. Nach kurzem Aufkochen wurde der Baryt- 
niederschlag, welcher Fettkérper mitgerissen hat, abfiltriert und 
ausgewaschen. Beim Eindampfen des klaren, schwach gelb gefiirb- 
ten Filtrates schied sich in geringer Menge eine kérnige Masse aus, 
welche mikroskopisch aus Krystalldrusen bestand, aber wegen ihrer 
geringen Menge nicht weiter untersucht wurde. Die von dieser Aus- 
scheidung getrennte Fliissigkeit wurde im Scheidetrichter mit 
Phosphorsiure stark angesiuert und siebenmal mit Ather aus 
geschiittelt. Der Ather wurde verdunstet und der Riickstand noch- 
mals mit Ather aufgenommen, derselbe verdunstet und dann in 
heibem Wasser aufgelést. Hierbei blieb eine geringe Menge har- 
ziger Masse zuriick. SchlieBlich wurde die wiisserige Loésung mit 
frisch gefilltem Zinkcarbonat gekocht, abfiltriert, auf ein geringes 
Volumen verdunstet, mit etwas Alkohol versetzt und zur Ausschei- 
dung des Zinklactates stehen gelassen, Das ausgeschiedene Lactat 
wurde bei 50° C und im Vakuumexsiccator mit Chlorcalcium bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das Zinksalz wog 0.0482 g. 
Als Paramilchsiure berechnet, entspricht dasselbe 0,0357 g 
= 2,67%, des Atherextraktes. Das Salz schloB noch geringe Menge 
briunlicher Beimengung ein. Daher wurde eine weitere Identi- 


fizierung unterlassen. 


Versuchsreihe 5 (Anhang). 
Untersuchung des in Ather unléslichen Alkoholextraktes. 
Es war interessant zu wissen, welche Zusammensetzung der 
in Ather unlésliche Riickstand des Alkoholextraktes vom Fleisch- 
pulver hat. Vor allem war es wichtig festzustellen, ob derselbe még- 
licherweise noch Kérper von Fettnatur einschlieBe. Zu dem Zwecke 
benutzten wir den flockigen Bodensatz, welcher entstand, als wir 
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das Alkoholextrakt von 100g H.FI.P. mit Ather behandelten. 
Derselbe wurde in Wasser aufgelést und in einem MeBkolben von 
100 cem Rauminhalt aufgefiillt. Hiermit wurden folgende Unter- 
suchungen ausgefiihrt. 


Trockenbestimmung. 

5,0 cem der wasserigen Lésung wurden nach dem Eindampfen 
bei 115° C bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Der Riick- 
stand wog 0,0930g. Derselbe hinterlieS nach dem Veraschen 
0,0264 g Asche. Demnach sind in 100 cem resp. in 100 g Fleisch- 
pulver enthalten: 


1,86 g Trockensubstanz mit 0,528 g Asche. 


Verseifung. 

25 cem der wisserigen Lésung wurden eingedampft und mit 
alkoholischer Lauge verseift. Der Alkohol wurde verdunstet, in 
Wasser aufgelist, im Scheidetrichter bei saurer Reaktion mit Ather 
geschiittelt, derselbe mit Wasser ausgewaschen, verdunstet und 
nochmals mit Ather gereinigt. Der Riickstand wog 0,0066 g. 
Demnach sind in 100 cem enthalten: 

0,0264 g Fettsaiure, entsprechend 0,0264 ° des Fleischpulvers. 

Da es sich um eine wisserige Lésung handelte, ist es klar, 
daB die Fettsiure als Alkaliseife vorhanden und daher der Ather- 
extraktion entgangen war. 


Stickstoffbestimmung. 

10 cem der wasserigen Lésung kjeldahlisiert, ergaben 0,021 g 
Stickstoff. Demnach ist in 100 cem 0,21 g Stickstoff enthalten. 

Die Trockensubstanz der Atherfillung enthielt demnach 
11,14% Stickstoff. 

Wird der Stickstoff als Kreatin berechnet, so betriigt dasselbe 

39,55% der Trockensubstanz, 

als Harnstoff berechnet, 


23,9% der Trockensubstanz. 


Phosphorbestimmung. 
20,0 ccm der wasserigen Lésung wurde nach der Molybdansaure- 
methode auf Phosphorgehalt untersucht. Es ergab sich 0,0066 g 


——— 
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Mg,P,0, = 0,00184 g Phosphor, entsprechend 0,033 ¢ Mg,P,0- 
= 0,0092 g Phosphor in 100 ccm. 

Demnach betriigt der Phosphorgehalt als Monokaliumphos- 
phat 2,172% der Trockensubstanz und 7,652°, der Asche. 

Bei dieser Untersuchung war uns der Befund ganz besonders 
wichtig, da die Gegenwart hoher Fettsiuren in der Atherfallung 
des Alkoholextraktes in Form von Alkaliseife, wenn auch in sehr 
geringer Menge, von uns festgestellt worden war. 

bm uns tiber die Menge derselben fiir anderes Material zu 
orientieren, haben wir im folgenden einige Bestimmungen an 
Pferdefleischpulver ausgefiihrt. 

Je 3,0g Pferdefleischpulver wurden im Heibextraktor mit Alko- 
hol absol. 5 Stunden extrahiert. Der Alkohol wurde bis zu einigen 
Kubikzentimetern eingeengt, mit etwa 100 ccm Aether abs. iiber- 
gossen und iiber Nacht stehen gelassen. Der Ather wurde durch 
Asbest abfiltriert und gut ausgewaschen. Der feine Niederschlag, 
welcher zum groBen Teil am Boden des Glases festklebte, zum Teil 
aber im Filter zuriickgehalten wurde, wurde mit heibem Wasser 
aufgenommen. Wie iblich, wurde die freigemachte Fettsiure mit 
Ather aufgenommen, derselbe verdunstet und nochmals mit Ather 
gereinigt. 

Die Resultate sind: 
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Die Menge der hohen Fettsauren, welche in der Atherfallung 
des Alkoholextraktes in Form von Alkaliseife enthalten war, be- 
trigt demnach 0,167% des angewandten Pferdefleischpulvers. 
Der Gehalt der Seife in diesem Pferdefleisch war somit viel héher, 


als in H.FI.P. 


SchluBwort zu dem Kapitel II. 


Das Atherextrakt, welches aus dem Alkoholextrakte des 
Organpulvers dargestellt wird, stellt ein buntes Gemenge von ver- 
schiedenen Verbindungen dar, welche der Qualitét nach zum 
gréBeren Teil mit den Fettsubstanzen keinen Zusammenhang haben. 


i 
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Was von den Bestandteilen des Atherextraktes fiir das Fett 
charakteristisch ist, das sind nur ,,hohe, d.h. nicht fliichtige, 
wasserunlésliche Fettsiuren**. Dieselben betragen fiir das von 
uns untersuchte H.FI.P. im Maximum etwa 60% seines Alkohol- 
Atherextraktes. Da die Menge derselben im Atherextrakte sich 
leicht und genau feststellen laBt, wihrend sich sonst alle Fett- 
arten'), wie Neutralfett, Lecithin, Jecorin, Protagon usw., in dem- 
selben zurzeit unmdglich als solche quantitativ voneinander tren- 
nen lassen, so hat man fiir die Fettbestimmung tierischen 


Materials auf die hohen Fettsiuren das Hauptgewicht zu legen. 


Kapitel IIT. 
Aufsuchung und Bestimmung des Restfettes in dem mit Alkohol 
extrahierten Fleischriickstande. 

Nachdem uns die Natur der Alkohol-Atherextrakte des 
Fleischpulvers einigermaben klar geworden ist, bleibt noch 
eine wichtige Frage unberiihrt. Wie wir eingans betont haben, 
konnten viele Autoren, wie Rosenfeld, Glikin usw., aus dem 
mit Alkohol extrahierten Fleischriickstande durch die nachtriig- 
liche AufschlieBung desselben mittels peptischer Verdauung noch 
eine gewisse Fettmenge herausholen. Es steht demnach fest, dab 
noch ein unbekannter Teil des Fettes trotz eingehender Extrak- 
tion des Fleischpulvers mit Alkohol in demselben hartnickig fest- 
gehalten wird. Fiir eine exakte Fettbestimmung muB selbst ver- 
stiindlich auch dieser Teil des Fettes genau festgestellt werden. 

Da die Verdauungsmethode von Dormeyer sehr umstiind- 
lich und zeitraubend ist, so beabsichtigten wir, ein anderes 
Verfahren auszuarbeiten, welches uns gestattet, das Restfett auf 
viel einfacherem Wege aus dem Fleischriickstande herauszuziehen. 


Versuchsreihe 1. 
Sdure-Alkali- Alkoholmethode. 
Es schien uns im ersten Augenblicke fast unméglich, an ein 
planmaBiges Verfahren zu denken, weil die Natur des Restfettes 
ebenfalls ganz unbekannt ist, namentlich hinsichtlich der Form, in 


1) Alle Verbindungen, welche im Molekiile Fettsiure-Radikale ent- 
halten, bezeichnen wir der Kiirze halber auch in allen folgenden Betrach- 


tungen als Fettarten. 
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der sich die Fettsiuren gebunden vorfinden. Daher blieb uns 
kein anderer Weg iibrig, als nach verschiedenen Richtungen hin 
blinde Versuche anzustellen. Wir konnten indessen nach den bis- 
herigen Erfahrungen den durch seine grobe Extraktionsenergie 
ausgezeichneten Alkohol verlassen. Daher haben wir zuniichst 
versucht, durch wiederholtes Auskochen des Fleischriickstandes 
mit Alkohol, welchem Siure oder Alkali zugesetzt ist, das Restfett 
vollstaindig herauszuziehen. Alsdann haben wir versucht, dadurch 
unser Ziel zu erreichen, dab wir den Fleischriickstand mit Siure 
oder Alkali vorbehandelten und darauf Alkoholextraktionen folgen 
lieBen. Um jedoch den Leser nicht mit unndtigen Zahlen zu be- 
listigen, fiihren wir im folgenden nur einige dieser Versuche an. 

Pferdefleischpulver wurde zunichst mit absolutem Alkohol 
so lange extrahiert, bis der letztere kein Atherextrakt mehr heraus- 
zieht. Je 3,0 dieses Pulvers wurden zuniachst mit 100 ccm Alkohol 
absol., welchem so viel Salzsiiure von 36%, zugesetzt ist, dafB der 
Sauregehalt des Alkohols 2—5%, wird, zweimal je eine Stunde 
zerkocht. Das heiBe Filtrat wurde zum groben Teil neutralisiert, 
eingedampft, mit Wasser aufgenommen und bei saurer Reaktion 
mit Ather extrahiert (Siure-Alkoholextraktion). Alsdann wurde 
der Riickstand mit 100 ccm absoluten Alkohols, dem konzentrierte 
Kalilauge bis 2—5°, zugesetzt ist, eine Stunde zerkocht. Dabei 
ging das Pulver zum groBen Teil in Lésung iiber. Die Mischung 
wurde mit konzentrierter Salzsiiure schwach sauer gemacht und 
heiB abfiltriert. Das Filtrat wurde bei schwach alkalischer Reak- 
tion eingedampft und nach der nochmaligen Ansiuerung mit 
Ather ausgeschiittelt (Alkali-Alkoholextraktion). Beide Extrakte 
wurden alsdann mit Aether abs. gereinigt. 

Die Resultate sind: 





Nummer der Saure-Alkohol- Alkali-Alkohol- 





Versuche Extrakte Extrakte ae 
1 0,0047 ¢ 0,0016 ¢ 0.0063 & 
2 0,0074 0,0046 0,0120 
3 0,0076 0.0027 : 0,0103 
4 Q,0085 0,0041 0,0126 
H) 0,0068 0,0046 0,0114 
Mittel 0.0070 ¢ 0,0035 ¢ 0,0105 ¢ 


Die Zahlen der einzelnen Fraktionen sowie die Summen der- 


selben stimmen nicht gut iiberein. AuBerdem ist der Gang der 
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Operation ziemlich umstindlich und mit Unbequemlichkeiten ver- 
bunden. Dies ist besonders bei der Alkalikochung der Fall, weil 
die gebildete Albumose auch bei saurer Reaktion zum Teil in das 
Filtrat iibergeht und bei der Extraktion mit Ather haufig zu einer 
stérenden Emulsionsbildung Veranlassung gibt. Daher haben wir 
das Verfahren folgendermaBen modifiziert. 

Kine Probe von 3,0 g Fleischriickstand wurde mit 0,3 g wasser- 
freien Natriumcarbonates gut gemischt, dann unter Zusatz ge- 
ringer Menge Wasser auf dem kochenden Wasserbade umgerihrt, 
wobei das Pulver gleichmaBig aufquoll. Nach vollstindigem 
Trocknen und geniigender Pulverisation wurde die Substanz im 
HeiBextraktor mit Alkohol zwei Stunden extrahiert. Hieraus 
wurde auf bekannte Weise das Atherextrakt hergestellt (Alkali- 
behandlung 1). Das Pulver wurde noch einmal genau ebenso, 
wie oben, mit Natriumcarbonat behandelt (Alkalibehandlung 2). 
Alsdann wurde das Pulver mit salzsaurem Alkohol von 1% tber- 
gossen, bei 50° C iiber Nacht digeriert und erst dann im HeiB- 
extraktor 3 Stunden mit Alkohol extrahiert. Hieraus wurde das 
Atherextrakt hergestellt (Saurebehandlung 1). 

Die Menge des Atherextraktes betrug in: 





Alkalibehandlung 1... . . 0,0023g 
Alkalibehandlung 2... . . 0,0020 
Saiurebehandlung 1... . . 0,0060 
ae >; . sas se. Se 


Kine zweite Probe von 3,0 g Fleischriickstand wurde genau 
ebenso, aber in umgekehrter Reihenfolge mit Salzsiure und 
Natriumcarbonat abwechselnd viermal hintereinander behandelt. 
Das gereinigte Atherextrakt betrug in: 





Saurekochung 1 ..... . O,0075g 
Alkalikochung 1 .... . . 0,0024 
Saéurekochung 2... .. . 0,0018 
Alkalikochung 2... . . . 0,0007 
Pe ke ce ws et ee ee 


Das Verfahren ist, wie ersichtlich, auBerst umstandlich. 

Eine dritte Probe von ebenfalls 3,0 g Fleischriickstand wurde 
mit 25 cem wisseriger Normalnatronlauge eine halbe Stunde im 
Wasserbade zerkocht, dann im Scheidetrichter mit starker Salz- 
siure angesiiuert und zweimal mit Ather geschiittelt. 
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Das gereinigte Atherextrakt wog 0,0138 g. 

Eine vierte Probe von 3,0 g Fleischriickstand wurde zuerst 
genau wie vorher mit Salzsiiure, dann mit Natriumcarbonat je 
einmal behandelt und darauf erst die Verseifungsmethode an- 





geschlossen. 

Das gereinigte Atherextrakt betrug in: 
Siiurebehandlung . . . . . . O,0O70g 
Alkalibehandlung . . . . . . 0,0004 
Verseifung . . . .... . . 0,0066 
SUMIME . 2.1 see ss « CEG 


Hiernach sind wir gliicklich zu dem einen Wendepunkt gelangt. 
Wahrend die Probe 2 durch ein sehr umstindliches Verfahren, be- 
stehend in abwechselnder Saiure- und Alkalibehandlung viermal 
hintereinander, im ganzen nur 0,0124 g Atherextrakt ergab, hat 
die einfache Verseifungsmethode bei dem Versuche 3 mit einem 
Schlage 0,0138 g Fettsiure ergeben. Bei der Probe 4, nachdem 
die vorangegangene Behandlung mit Saure und Alkali im ganzen 
0,0074 g Atherextrakt geliefert hatte, fiigte die darauffolgende 
Verseifung einen ZuschuB von 0,0066 ¢ Fettsiiure = 479%, noch 
hinzu. Hiernach ist es schon mit Sicherheit erwiesen, daB die 
Verseifungsmethode einen groBen Vorzug vor dem Siiure-Alkali- 
verfahren hat. Daher haben wir im folgenden die Verseifungs- 
methode in eingehender Weise beriicksichtigt. 


Versuchsreihe 2. 
Verseifung des Fleischriickstandes. 

In diesen Versuchen wurde fiir jede Probe derjenige Fleisch- 
riickstand von je 5,0 g H.FI.P. benutzt, welcher bei den im ersten 
Kapitel beschriebenen Versuchen im Heibextraktor mit Alkohol 
allein oder mit Alkohol und anderen Mitteln kombiniert extra- 
hiert worden ist. Die Verseifung selber wurde auf folgende Weise 
ausgefiihrt. 

Der Fleischriickstand wurde mit 25 cem Normalnatronlauge 
eine halbe Stunde auf dem Wasserbade gekocht, durch gehirtetes 
Filterpapier hei’ abfiltriert und mit wenig heibem Wasser aus- 
gewaschen. Das Filtrat wurde im Scheidetrichter mit konzen- 
trierter Salzsiure iiberneutralisiert und mit etwa 50 ccm Ather 


geschiittelt. Hierbei entstand eine reichliche flockige Ausschei- 
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dung. Um die Mutterlauge hyperosmotisch zu machen, wurde 
die Mischung unter Zusatz von 20 ccm gesiittigter Kochsalzlésung 
nochmals geschittelt. Hierdurch erfolgte nach kurzer Zeit eine 
glatte Trennung, indem der stark zusammengezogene Niederschlag 
eine mittlere diinne Schicht bildet. Der von der atherischen und 
wiasserigen Schicht getrennte Niederschlag wurde durch einige 
Kubikzentimeter Normallauge aufgelést und bei alkalischer Re- 
aktion mit neuem Ather geschiittelt. Hierauf wurde die Lésung 
nach Séure- und Salzzusatz nochmals geschiittelt. Der vereinigte 
Ather wurde mit Wasser ausgewaschen, verdunstet und nochmals 
mit Ather absol. gereinigt. 
Die Resultate sind wie folgt: 





Nummer der Versuche Fettsiure tiir je eine Probe 
Be ge eS: heck owed, ee, ee 
ee ee 
a a 
Ds oe eke aos ave Se 
a 
Pisco sil ~<erot Se 
eae. @ Gea ete: ee 
eee ae ee 
One a 
summa. ...... . O,2I8¢ 
Mes ce es. « SO 


Die grobe Schwankung der einzelnen Proben in der Extrakt- 
menge rihrt offenbar davon her, daB die benutzten Fleischriick- 
stinde durch verschiedene Extraktionsmittel verschieden stark 
vorbehandelt worden waren, wie im ersten Kapitel genau ange- 
geben. Ein kleiner Teil der Fettsiuren resp. des noch ungespal- 
tenen Fettrestes kann wohl im Filterpapier zuriickgehalten sein. 
Um diesen Teil festzustellen, wurden 8 Stiicke der oben benutzten 
Filterpapiere mit heiBem Wasser ausgewaschen und bei 100° C 
getrocknet. | Alsdann wurden dieselben zusammen im Heil3- 
extraktor 3 Stunden mit Alkohol absol. extrahiert. Das hieraus 
dargestellte gereinigte Atherextrakt wog 0,0058 g. Dasselbe bildet 


mit Sodawasser eine deutliche Emulsion, aber beim Erkalten keine 
Seifengallerte. Demnach ist dasselbe als Neutralfett anzusehen. 
Der flockige Niederschlag, welcher bei der Aufnahme des Alkoho! 
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extraktes mit Ather entstand, wurde mit Wasser aufgenommen 
und bei saurer Reaktion mit Ather ausgeschiittelt. Das gereinigte 
Atherextrakt wog 0,0034 g. Dasselbe liste sich im Sodawasser 
beim Erwarmen klar auf, erstarrte aber beim Erkalten zu einer 
Gallerte. Demnach ist das Extrakt als Fettsiiure erwiesen. Die 
Menge von Neutralfett und Fettsiiure zusammen betrigt 0.0092 g 
fiir 8 Proben. 


Versuchsreihe 3. 
Wiederholte Priifung der Verseifungsmethode. 

Um die Brauchbarkeit der Verseifungsmethode bei gleich- 
maBig vorbehandelten Fleischriickstinden zu priifen, haben wir 
100 g H.FI.P. im HeiBextraktor 5 Stunden mit absolutem Alkohol- 
extrahiert. Das Pulver wurde nach dem Verdunsten des Alkohols 
auf dem Wasserbade bei 100° C getrocknet und dann 24 Stunden 
an der Luft stehen gelassen. Dasselbe wog in toto 95 g. 

Von diesem Fleischriickstande wurden 4,75 ¢=5,0g ur. 
springlichen Fleischpulvers fiir die einzelnen Proben benutzt. 
In der folgenden Untersuchung haben wir zu dem oben beschric- 
benen Verfahren in einigen Punkten kleine Modifikation eingeftihrt. 
Um die Spaltung des Fettes zu vervollstindigen und die Verluste 
méglichst zu vermeiden, haben wir die Verseifungsdauer auf 
2 Stunden verlingert und die hierdurch erzielte Lésung ohne 
Filtration direkt in den Scheidetrichter hineingebracht. AuBer- 
dem wurde die abgegossene wiisserige Lésung bei der ersten 
Schiittelung zuletzt fiir sich noch einmal mit Ather ausgeschiittelt 
und dieser mit der Hauptmasse zusammen gereinigt. 

Die Resultate sind: 





Peee ge. . cc cw te es s OT 
Beck c een ek oo Oe 
je MS ee @! eS DS 
- Wi 1 aw) eae Sf Oh a 
ee rr 


Da die einzelnen Analysen sehr gut tibereinstimmen, so haben 
wir von weiteren Bestimmungen als iiberfliissig Abstand genommen. 

Demnach ist die Brauchbarkeit der Verseifungsmethode ganz 
auBer Zweifel gestellt. 
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Versuchsreihe 4. 
Ein Vergleich der Verseifungsmethode mit der Verdauungs- 
methode. 

Es war nun interessant, das oben gewonnene Resultat mit 
demjenigen der Verdauungsmethode von Dormeyer zu_ ver- 
yleichen. 

Zu diesem Zwecke haben wir von demselben Fleischriick- 
stande von H.FI.P. 3 Proben von je 4,75 g = 5,0 g urspriinglichen 
Pulvers mit 100 ccm Salzsiiure von 0,5°, und 0,2 g Pepsin Griibler 
versetzt und bei 40° C verdaut. Bei der ersten Probe wurde die 
Verdauung nach 2 x 24 Stunden unterbrochen. Die Filtration 
war hier sehr schwierig. Daher haben wir bei zwei anderen Proben 
die Verdauung 5 x 24 Stunden fortgesetzt. Filter mitsamt Nieder- 
schlag wurde nach dem Trocknen 24 Stunden im Soxhletschen 
Apparate mit Ather extrahiert. Der Ather wurde verdunstet und 
nochmals mit Ather gereinigt. Das Filtrat und Waschwasser 
wurde im Fliissigkeitsextraktor 24 Stunden mit Ather extrahiert. 
Der Ather wurde mit Wasser geschiittelt, verdunstet und noch- 
mals mit Ather gereinigt. 

Die Resultate sind: 








Nummer der Atherextrakt des Atherextrakt des — 
Versuche Filtrationsriickstandes Verdauungsfiltrates ' 
1 | 0,0059 g 0,0010 ¢ 0,0069 g 
2 0,0037 0,0011 0,0048 
3 0,0014 0,0008 0,0022 
Mittel 0,0036 g 0.0010 g 0,0046 g 


Demnach hat sich ergeben, dafB das Resultat der Verdau- 
ungsmethode im Vergleiche mit demjenigen der Verseifungs- 
methode bei weitem nachsteht. Warum die Verdauungsmethode 
so ungentigendes Resultat ergeben hat, wird erst aus den spiteren 
Untersuchungen aufgeklirt. Nur sei hier so viel bemerkt, daB 
die Menge des Filtratiitherextraktes hier deshalb so gering ist, weil 
die iitherische Lésung mit Wasser geschiittelt worden ist. 


SchluBwort zu dem Kapitel III. 
Die Menge des Restfettes laBt sich am einfachsten und zweck- 
maBigsten durch die Verseifungsmethode ermitteln. Was man 
hier bestimmt, das sind ebenfalls nur hohe Fettsauren. 
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Kapitel LV. 
Direkte Verseifung des Fleischpulvers, welche gleichsam unsere 
eigene Methode darstellt. 
Reinigung der Fettsduren. Auswahl der Konzentration der 
sur Verseifung anzuwendenden Natronlauge.| Ein Vergleich 
dev Verseifungsmethode mit der Verdawungsmethode. 


Versuchsreihe 1. 
Direkte Verseifung des Flei8chpulvers. 

Der glinzende Erfolg der Verseifungsmethode zur quantita- 
tiven Bestimmung des Restfettes im Fleischriickstande veranlabte 
uns zu prifen, ob dieselbe tiberhaupt auf die Gesamtfettbestim- 
mung des Fleischpulvers direkt iibertragen lieBe. Wie wir gleich 
sehen werden, wurde diese Erwartung in vollem Umfange be- 
statigt. 

Je 5,0 g H.FI.P. wurden ohne irgend eine Vorbehandlung ge- 
nau auf die oben beschriebene Weise verseift. 

Als Resultate ergaben sich: 





Probe 1. . . . . 0,2033 g Fettsiuren 
2 0,2000 
3. 0,2025 
4. 0,1925 
- 0,2014 
6. 0,2044 Ps 
yD ee ee 0,4055 i 
Summa ..... 1,4096¢ 
Mittel . . . . . . 0©,2014 ~ Fettsiiuren. 


Die Ausfiihrung der Operation ist, wie erwahnt, diuBerst ein- 
fach und zeitsparend. Trotzdem sind die Resultate sehr gut iiber- 
einstimmend. 

Nach den bisherigen Untersuchungen haben wir gesehen, daB 
wir sowohl im Alkohol-Atherextrakte, wie in der Atherfallung des 
Alkoholextraktes, sowie in dem mit Alkohol extrahierten Fleisch- 
riickstande nur ,,hohe Fettsiéuren** genau bestimmen kénnen, 
wahrend die Neutralfette selber ohne Verunreinigungen sich 
schwerlich quantitativ isolieren lassen. Hiernach muB man zur- 
zeit dasjenige Verfahren unzweifelhaft als das rationellste be- 


zeichnen, welches imstande ist, in einer mdglichst einfachen 
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Operation simtliche Fettsduren in reiner Form genau quantitativ 
vom Organpulver zu isolieren. Als solches Verfahren muB in 
der Tat unsere direkte Verseifungsmethode angesehen werden. 
Im Laufe der Untersuchungen wurde dieselbe in allen einzelnen 
Phasen zweckentsprechend vervollstaindigt. Wir bestimmen mittels 
unseres Verfahrens die hohen Fettsiuren im Fleisch insgesamt, 
ohne Riicksicht darauf, in welcher Form dieselben in ihm ent- 
halten seien. In die prinzipielle Frage, inwiefern dieses Verfahren 
zur quantitativen Bestimmung des Fettes in tierischem Material 
seine Begriindung findet, darauf wollen wir erst spiiter genauer ein- 
gehen. Hier miissen wir zuniachst einen wichtigen Punkt beriick- 
sichtigen. Das ist naimlich die Frage, ob die mittels direkter Ver- 
seifungsmethode dargestellten Fettsauren chemisch als geniigend 


rein betrachtet werden diirfen. 


Versuchsreihe 2. 


Reinigung der Fettsduren. | 

Bis jetzt haben wir zur Reinigung der Atherextrakte oder 

Fettsiuren ausschlieBlich absoluten Ather benutzt. Handelte es 
sich um die Fettsiuren, so haben wir ihre atherische Lésung mit 
Wasser bis zur neutralen Reaktion des letzteren gewaschen, den 
Ather verdunstet und der Riickstand nochmals mit Ather gereinigt. 
Wir haben indessen friiher gesehen, dafi die aus dem Alkohol- 
Atherextrakte dargestellten gereinigten Fettsiuren noch 0,38°, 
Stickstoff enthielten. Hieraus folgt, daB die durch Ather allein 

gereinigten Fettséuren noch unrein sind. 

: Um die méglichst einfache Methode der Reinigung zu er- 
mitteln, haben wir aus dem Fleischpulver in etwas gréBerer Menge 
mit Ather gereinigte Fettsiiuren dargestellt. Dieselben waren 

briunlich gefarbt. Eine Probe hiervon enthielt nach Kjeldah|! 

0.515%, Stickstoff. Mit diesen Fettsiuren haben wir vergeblich 

verschiedene Versuche angestellt. Zunachst versuchten wir die 

Verunreinigungen durch Erhitzen der Fettsiuren mit konzen- 

; trierter Schwefelsaure zu zerstéren, indem wir Siurekonzentration 

) | und Kochdauer vielfach variierten. Alsdann haben wir zu gleichem 
Zwecke verdiinnter Kaliumpermanganatlésung und ebenfalls ver- ] 
diinnter Schwefelsiure versucht. Ohne indessen befriedigendes 


Resultat erhalten zu haben, ist das Probematerial ausgegangen. 


ote 
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Reinigung der Fettsaduren mit Petrolather. 

Die nach der Verseifung des Fleischpulvers mit Ather auf- 
genommenen Fettsaiuren wurden nach dem Verdunsten desselben 
mit Petrolather aufgenommen. Dieser wurde dreimal mit Wasser 
geschiittelt, verdunstet, getrocknet und nochmals mit Petrolaither 
gereinigt. 

Drei Bestimmungen an je 5.0 ¢ H.FLP. haben folgende Resul- 


tate ergeben ; 





Pyeee bi. cw nce sw sw s Oe 
— ere Se 
Mittel Cut le ae ah eee ee oe 


Bei der Reinigung der Fettsiuren mit Ather haben wir fiir 
dasselbe Fleischpulver im Mittel 0.2014 g Rohfettsiuren erhalten, 
Demnach betragt der Gewichtsverlust bei der Reinigung mit 
Petrolather 0.0246 g = 12,22°,,. 

Der in Petrolither unlésliche, aber in Ather lésliche Anteil 
des Atherextraktes wurde nochmals mit Ather gereinigt. Derselbe 


hetrug bei der 





Probe ] 2 eS ek 2 oe ce 0.0222 A 
Mek, oe oy “ig 5a he. Ae 
Mittel ck ete ha ke oe ee 


Also eine genaue Ubereinstimmung mit der oben bercchneten 
Differenz. 

Die mit Petrolather gereinigten Fettsauren waren fast farblos, 
jedoch noch nicht chemisch ganz rein, denn die beiden Proben 
ergaben nach Kjeldahl verbrannt tbereinstimmend 0.0002 ¢ 
=0,11°, Stickstoff, enthielten also allerdings noch eine ganz 
geringe Verunreinigung. 

Bei der Reinigung der Fettsiuren mit Petrolather in oben 
beschriebener Form war uns jedoch der Umstand sehr unangenehm, 
daB8 beim Schiitteln der petrolatherischen Fettsdurelésung mit 
Wasser eine glatte Trennung, wie bei dem der Atherischen Lésung, 
nicht erfolgte, sondern die beiden Schichten sich stets etwas 
tribten, und oft sogar geringe Flocken ausschieden. 


Aus diesem Umstande haben wir noch ein anderes Verfaliren 


ausprobiert. Die getrockneten Atherextrakte wurden auf dem 
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Wasserbade mit einer geringen Menge Wasser gekocht und nach 
dem Erkalten durch entfettetes Papier abfiltriert, ausgewaschen, 
bei 100° C getrocknet und mit Petrolither extrahiert usw. Die 


auf diese Weise gereinigten Fettsiiuren wogen: 
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Mit der vorhergehenden Methode verglichen, war die Aus- 
beute um 0,0042 g = 2,38%, geringer. Dieses Verfahren ist noch 
umstandlicher, und ein geringer Verlust liBt sich wohl nicht ver- 


meiden. 


Petrolather stellte sich doch als das beste Reinigungsmittel fiir 
die unreinen Fettsduren heraus. 

Nach den obigen nicht befriedigenden Resultaten haben wir 
uns entschlossen, den Unterschied zwischen Athylither und Petrol- 
ather in bezug auf ihr Reinigungsvermégen etwas naher zu unter- 
suchen, weil derselbe bis jetzt nicht geniigend festgestellt worden 
zu sein scheint. 

Es ist wohl bekannt, daB in der Fettchemie Petrolather viel- 
fach vor Athylather vorgezogen wird. Auch bei der Fettbestim- 
mung in tierischem Material ist die reinigende Wirkung des Petrol- 
athers von vielen Autoren, wie von E. Voit, O. Frank, L. v. Lie- 
bermann und ganz besonders von W. Glikin hervorgehoben 
worden. Da& zwischen Athylither und Petrolather in dieser Hin- 
sicht ein groBer Unterschied vorhanden sein mu, laBt sich unter 
anderem schon daraus vermuten, da® der Athylither etwa 10% 
in Wasser léslich und beim Schiitteln desselben mit Wasser nach 
kurzer Zeit eine klare Trennung erfolgt, wahrend der Petrolather 
nur in Spuren wasserléslich ist und beim Schitteln desselben mit 
reinem Wasser eine leichte Triibung eintritt. Fragt man indessen 
nach den weiteren Unterschieden zwischen ihnen, so findet man 
in der Literatur vergeblich eine detaillierte Angabe. Eine be- 
sonders giinstige Wirkung des Petrolithers in dieser Hinsicht 
schien uns eine Zeitlang um so miBlicher, da wir gefunden haben, 
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daB das aus dem Alkoholextrakte dargestellte gereinigte Ather- 
extrakt von H.FI.P. bis auf 2,3°% sich ganz glatt.in Petrolaither 
aufléste, trotzdem dasselbe iiber 30°, allerlei Verunreinigungen 
enthielt (siehe Kapitel 11). Sollte diese Ohnmichtigkeit des Petrol- 
aithers in bezug auf die Reinigung der ganz unreinen Atherextrakt- 
gemische auch zu Recht bestehen, so haben wir im Laufe der 
Untersuchungen mit aller Sicherheit festgestellt, daB der grobe 
Unterschied zwischen Ather und Petrolither nach der direkten 
Verseifung des Fleischpulvers in vollem Umfange zutage tritt. 

Zunichst haben wir in bezug auf das Lésungsvermégen 
zwischen Ather und Petrolither folgende Unterschiede gefunden. 

Milchsaiure, Schwefelsiure und Phenolphthalein sind in Petrol- 
aither absolut unldslich, wihrend die genannten Stoffe bekannt- 
lich in Ather sehr leicht léslich sind. Sehr wichtig ist ferner 
der Umstand, da die beiden Lésungsmittel gegen die hier in 
Betracht kommenden tierischen Farbstoffe sich ganz anders ver- 
halten. 

Es mag freilich in der Chemie bekannt sein, dai} die Milch- 
siiure in Petrolither unléslich ist. Wir konnten indessen diese 
Angabe in der Literatur nicht auffinden. Da dieser Befund fiir 
die Reinigung der aus tierischem Material dargestellten, mit Ather 
gereinigten Fettsiiuren ganz besondere Wichtigkeit hat, so sei 
hier die diesbeziigliche Notiz kurz angefihrt. 

2 ccm reiner Milchsiure Merck wurden in 20 ccem Wasser 
gelést, in einem kleinen Scheidetrichter mit ca. 30 ccm Petrol- 
iither tiichtig geschiittelt und stehen gelassen. Nach guter Tren- 
nung wurde der Petrolither vorsichtig in tariertes Becherglas um- 
gegossen, verdunstet, getrocknet und gewogen. Gewichtszunahme 
= Null. LEingetauchtes blaues Lackmuspapier zeigte, mit ein 
paar Tropfen Wasser befeuchtet keine Farbenidnderung. 

2ccem reiner Milchsiure wurden mit etwa 30 ccm Petrolither 
direkt geschiittelt. Es blieb nichts zuriick. Befeuchtetes Lack- 
muspapier zeigte keine Rotfirbung. Dagegen mischte sich Milch- 
siure zu jedem Verhaltnis mit Athylither vollkommen. 

Der Umstand, daB das Phenolphthalein in Petrolather unlos- 
lich ist, hat in der Fettanalyse ebenfalls praktische Bedeutung. 
Man kommt hiaufig in die Lage, alkohol-itherische Fettsiure- 
lésung unter Benutzung von Phenolphthalein als Indicator zu 


titrieren, woraus man dann wiederum Fettsauren zu isolieren hat. 
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Ohne Hilfe von Petrolaither wiirde man in diesem Falle mit 


Phenolphthalein verunreinigte Fettsiiuren erhalten. 


Notiz iiber die Unldslichkeit des Phenolphthaleins in Petroldther. 

20 cem alkoholischer Phenolphthaleinlésung (0,25 g in 500 cem) 
hinterlieBen nach dem Verdunsten genau 0,01 g Phenolphthalein. 
Als dieser Riickstand mit Petrolither geniigend durchgeriihrt, 
durch Asbest abfiltriert und derselbe verdunstet wurde, hinter- 
lieB er nichts. Ganz gleiche Behandlung mit Ather ergab jetzt 
genau 0,01 g Phenolphthalein wieder. 

Kin eigentiimliches Verhalten zeigte Petrolither gegen Lutein 
des Eigelbes. Eigelbemulsion wurde mit Petrolither tiichtig ge- 
schiittelt. Nach dem Verdunsten desselben blieb nichts von dem 
Farbstoffe zuriick. Durch gleiche Behandlung hat Athylither in 
reichlicher Menge Farbstoff aus der Emulsion aufgenommen. 
Wurde der Farbstoff nach dem Verdunsten des Athers mit Petrol- 
iither behandelt, so ging derselbe jetzt vollkommen in Petrol- 
aither iiber. Dieser Befund blieb uns lange Zeit unklar. Erst 
spater hat sich aber herausgestellt, daB die Trocknung des Lutein- 
iitherextraktes nicht ausreichend genug war und mdglicherweise 
noch Spuren von Ather enthielt, vermége dessen der Farbstoff 
leicht in Petrolaither tiberging. Diese Beobachtung war uns des- 
halb ganz besonders lehrreich, weil hieraus folgt, dab bei der 
Aufnahme der mit Ather gereinigten Fettsiuren in Petrolather 
eine vorhergehende geniigende Trocknung des Atherextraktes ein 
notwendiges Bedingnis ist, um die Fettsiuren vom verunreinigten 
Farbstoff zu befreien. 

Bei der direkten Verseifung des Fleischpulvers bilden sich 
braune Farbstoffe in reichlicher Menge, welche bei saurer Reak- 
tion mit Leichtigkeit in Ather iibergeben. Daher sind die mit 
Ather gereinigten Fettsiuren stets braun gefirbt. Diese ather- 
léslichen Farbstoffe sind nun in Petrolither unléslich. Wenn man 
daher mit Ather gereinigte noch gefirbte Fettsiiuren nach ge- 
niigender Trocknung bei 50° C mit Petrolither aufnimmt, so be- 
kommt man von Farbstoffen, Milchsiure und noch anderen Ver- 
unreinigungen befreite, nur blaBgelb gefirbte Fettsiuren. Noch 
einfacher kann man dieselben in reiner Form erhalten, wenn man 
die Verseifungsgemische nach der Ansiiuerung nicht mit Ather, 


sondern direkt mit Petrolither aufnimmt, wobei jedoch ein ge- 





' 
' 
' 
| 
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ringer Verlust von Fettsiure schwerlich zu vermeiden ist. In 
beiden Fallen kann indessen das Petrolitherextrakt selber oft mit 
Farbstoff verunreinigt sein. Nach wiederholten Untersuchungen 
hiertiber hat sich schlieBlich herausgestellt, daB der petrolither- 
lésliche Farbstoff stets dann entsteht, wenn man die Verseifungs- 
gemische unvorsichtig mit einem zu groBen Uberschu8 konzen- 
trierter Saure versetzt, indem dabei eine bedeutende Temperatur- 
steigerung eintritt. Ist einmal petrolitherléslicher Farbstoff ent- 
standen, so hat man keine Aussicht mehr, Fettséuren von den- 
selben zu befreien. Nimmt man bei der Neutralisation etwas 
verdiinntere Siure in méglichst geringem Uberschu8 und ver- 
meidet man womdglich Temperatursteigerung, so entsteht jener 
Farbstoff nicht und man bekommt stets reine Fettsiuren. Es 
ist indes ratsam, sowohl die Seifenlésung wie die Séure nicht 
allzu stark zu verdiinnen, weil sonst ein neuer Ubelstand eintritt, 
indem sich beim Schiitteln der zerlegten Fettsiuren mit Petrol- 
aither eine nicht mehr zu beseitigende Emulsion bildet. Uber das 
planmaBige Verfahren der Neutralisation wird spater gemein- 
schaftlich mit der Beschreibung der Methode gesprochen. 
Nimmt man nach der direkten Verseifung des Fleischpulvers 
rationell gereinigtes Atherextrakt mit Petrolither auf, so gehen 
nur reine Fettsiuren in den letzteren tiber, wahrend allerlei Ver- 
unreinigungen vollstandig ungelést zuriickbleiben. Zur Erkennung 
geringster Spur hoher Fettsaéuren hat sich die bekannte Eigen- 
schaft der Seifenleimbildung unter anderen als ausgezeichnetes 
Kennzeichen herausgestellt. Selbst in Mengen von ein paar Zehntel 
Milligramm lassen sich hohe Fettsiuren durch die partielle Gela- 
tinierung der Seife in Form von Faden oder Flocken leicht er- 
kennen, wenn man den Boden des Bechers mit ganz geringer 
Menge verdiinnter Natriumcarbonatlésung erwairmt und dann ge- 
niigend abkiihlt. Wenn auch diese Eigenschaft reiner Olsiure 
nicht zukommt, so kommt dieses Merkmal dennoch zur Erken- 
nung tierischer Fettsiuren in vollem Umfange zur Geltung, weil 
dieselben stets mehr oder weniger Palmitin- und Stearinsiure bei- 
gemengt enthalten. Die petrolatherunléslichen Verunreinigungen 
des Atherextraktes, welche auBer Farbstoffen in Milchsiure und 
anderen unbekannten Substanzen bestehen, lésen sich beim Zu- 
triufeln der Natriumcarbonatlésung unter Kohlensiureentwick- 
lung leicht auf und bleiben bis zur Austrocknung dauernd fliissig. 
Biochemische Zeitechrift Band VIII. 18 


— 
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Dali das planmabig dargestellte Petroliitherextrakt nach der 
Verseifung aus reinen Fettsiuren besteht, wird iibrigens spiater 
noch durch Elementaranalysen erhartet. 

Wenn auch iiberfliissig, haben wir die Priifung des Lésungs- 
vermégens von Athylather und Petrolither auch auf die meisten 

wasserloslichen und -unléslichenFett- 

\\) siuren ausgedehnt. Es hat sich, wie 

W zu erwarten war, herausgestellt, dab 

alle Fettsiuren mit der allgemeinen 

Formel CnH,nO, sowie Olsiiure eben- 

so leicht in Petroliither wie in Athyl- 

ather léslich sind. Nur die Arachin- 

siiure ist sowohl in Petrolither wie 
in Athylither schwer léslich. 

Nach dieser Erkenntnis gestaltet 
sich die Reinigung der Fettsauren 
nach der direkten Verseifung aiuBerst 
einfach. Die unangenehme Proze- 
dur, naimlich die Schiittelung der 
) petrolitherischen Fettsiurelésung 
mit Wasser, welche friiher aus Un- 
kenntnis hauptsiichlich Milchsaiure 
zu entfernen bezweckte, fallt jetzt 
ganz fort. 


Versuchsreihe 3. 
Auswahl der Konzentration der 


Natronlauge bei der direkten Ver- 
seifung des Fleischpulvers. 





Viger 4 Wir haben bis jetzt bei der di- 
Dampfbad fiir 100°C ", n. Gr. rekten Verseifung des Fleischpulvers 
3—4 g desselben mit 25 ccm Normal- 

natronlauge 2 Stunden auf dem Wasserbade zerkocht, indem 
wir das Becherglas mit einer Glasglocke bedeckten, deren Spitze 
in eine enge Rohre mit Offmung endet (Fig. 4). Hierdurch 
wird die Temperatur innerhalb der Glasglocke iiberall auf 100° C 
erhéht. Leo v. Liebermann empfiehlt fiir seine Verseifungs- 


methode 30 ccm O5Oprozentiger Kalilauge und zerkocht das 
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Fleischpulver (5,0 g) 30 Minuten mit direkter Flamme auf Asbest- 
unterlage. 

Bei der Verseifung mit schwacher Lauge ist die Méglichkeit 
nicht ausgeschlossen, da einerseits die Auflésung der EiweiB- 
kérper nicht vollstandig erfolgt und infolge hiervon ein Teil des 
Fettes in den geringen EiweiBresten zuriickgehalten wird, dab 
andererseits die Spaltung der Fettarten unvollstindig ist. Bei 

b der Verseifung mit stirkster Lauge, wie bei L. v. Liebermann, 
kénnte man wiederum befiirchten miissen, dab ein Teil der Fett- 
siuren mdglicherweise doch dadurch angegriffen werden kénnte. 
Es war deshalb nétig, festzustellen, welche Konzentration der 
Lauge fiir die Verseifung am zweckmaBigsten ist. 

Zu diesen Untersuchungen wurde Rindfleischpulver benutzt, 
welches vor Jahren zu anderen Zwecken verwertet und wovon ein 
Teil verschlossen aufbewahrt worden ist. Die Verseifung wurde 
genau so ausgefiihrt, wie sie im Kapitel III beschrieben worden 
ist. Natiirlich muBte entsprechend der Konzentrationszunahme 
der Lauge auch die Siuremenge gesteigert werden. Das Ather- 

i? extrakt wurde zum SchluB mit Petrolither gereinigt. 

Fiir jede Probe gleich geblieben sind: 

. Fleischpulver 5,00 g. 

’ Die Menge der Lauge 25 ccm. 

Die Kochdauer auf dem Wasserbade 2 Stunden. 


Die Resultate sind in der folgenden Tabelle verzeichnet: 





| Mittel der | 


— 


"i [Ss loa 
xz | te? - 
S2 n & | Sw : ia | Fettsdure 
s < Konzentration der sk | be z Senge oe Fettsteren | in % des 
o3 . | Se | ees gereinigten| in gleich Fleisch- 
2° — & = | #4 | Fettsiuren | bebandelten | . 
Z i £* |38°! | Proben | Pulvers 
a || L & | 
ee ee ee ae gnie yg i — T a 
1 | Normalnatronlauge, 
| doh. 4g NaHO in 
100 cen 7 cem|30 cem! 0,3670 g ||... | Cn. 
2 ~ 7, (30, (03643 (086578 = 7.811% 
y 4 5 6 og fe ” se e ' 
3 do. 7 , 30 , | 03670 | 
+ do. 7 , (30 , | 0,3644 
: 5 | Doppeltnormal- 
| inatronlauge, d. h. 8 g . 
{ | NaHO in 100 cem 10 ccm 40 com, 0,3743 g | 70,3708 g = 7,415 %/, 
6 do. 10 , 40 , 0.3712 | 
7 do. 10 , 40 , | 03670 





18* 
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hs s oa - 
S a &2 Mitte] der | 
= s " , Z 2 2 = Menge der Fettsduren | Fettsiure 
ss Konzentration der S% |Sa® ni | in % des 
EP pa S © 5 = | gereinigten| in gleich Fleisch- 
£ © — £5 £4 | Fettsiuren behandelten | rene 
Zz s@ fe° Proben cmmeess 
‘ = =% | 
8 4fach Normalnstron- | 
lauge, d. h. 16 g 
NaHO in 100 cem 15 cem'40 cem 0,3794 ora oe 
9 do. 15 , 40 ,, | 0.3765 5 |/.0,3779 g = 7,556 % 
10 do. 15 , | O | 03793 
11 do. 15 , 0 0.3765 
12 |6fach Normallauge, 
d.h. 24g NaHO in 
100 ccm 17 ccm O 0,3735 ¢ le . 
13 do. 17 ,| 0 | os7z4e |f 2958 = 7.499% 
14 do. me 0 0,3772 
15 do. 20 , | O | 03768 
16 8fach Lauge,d.h. 32g. 
NaHO in 100 ccm 25 ccm) 0  0,3770 g faze g = 7,534 %/, 
17 do. 25 0 0,3766 
18 10fach Lauge, d. h.| 
40gNaHOin100cem|25 ccm 0 | 0,3756 g to 3702 g = 7,403 %/9 
19 do. 125 0 0.3648 
20 |50°/, Kalilauge, d. h. 
77,9 g KHO in | . ila 
| A gee 35 cem| 0 | 0.8760 g — 7,498 °/, 
21 do. $5 . 0 0.3738 
Aus der obigen Aufstellung resultiert sich folgende Uber- 
sichtstabelle : 





Maximale Ausbeute als 
100 gesetzt 


Konzentration der Lauge 


Normallange 
Doppeltlauge 
4fach Lauge 
6fach Lauge 
8fach Lauge 
10 fach Lauge 
50 °/, Kalilauge 


96,79 Vg 


98,13 
100 
99,38 
99,72 
97,97 
99,29 


Verluste in Prozenten 


3,21 %/o 


1,87 


0 


0,62 
0,28 
2,03 \ 
0,78 


Nach diesen Resultaten kann man sagen, daB die Verseifung 
des Fleischpulvers trotz verschiedener Konzentration der Lauge 
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ziemlich gleichmaBig erfolgt. Da die Fettsiuren selbst durch 
die stirkste Lauge nicht angegriffen werden, ist hiermit wohl 
sicher festgestellt. DaB die schwichere Lauge bis 8 g in 100 cem 
etwas weniger Ausbeute liefert, muB auch wohl als bewiesen an- 
gesehen werden. Dies beruht wehrscheinlich darauf, daB die 
Auflésung des Fleischpulvers bei schwicherer Lauge noch etwas 
mangelhaft ist, obwohl es fiir den Augenschein schwerlich einen 
Unterschied erkennen laBt. 

Vierfache Normalauge (16 g NaHO in 100) hat die beste 
Ausbeute ergeben. Von dieser Konzentration aufwirts kann man 
richtiger als gleichwertig betrachten, wenn man von anscheinend 
schwacherer Wirkung zehnfacher Lauge absieht. In praktischer 
Hinsicht ist indes die Ausfiihrung der Neutralisation mittels der 
Saiure um so unangenehmer, je konzentrierter die Lauge ist. 

Aus den angefiihrten Griinden haben wir fiinffache Normal- 
natronlauge (20g NaHO in 100 ccm; hiervon 25 cem fiir eine 
Probe) als die zweckmaBigste Konzentration in allen folgenden 
Verseifungen festgesetzt. Der Zusatz gesittigter Kochsalzlésung 
ist bei der erwihnten Konzentration als unnétig fortgelassen. 


Versuchsreihe 4. 


Ein Vergleich der Verseifungsmethode mit der Verdawungs- 
methode. 

Das bis jetzt vielfach von uns benutzte H.FI.P. wurde zum 
groBen Teil verbraucht. Es kénnte ohne dasselbe ein richtiger 
Vergleich unmdglich werden. Daher haben wir hier von dem 
genannten Fleischpulver mittels der Verdauungsmethode von 
Dormeyer einige Fettbestimmungen ausgefihrt. 

Als Verdauungsfliissigkeit haben wir die nach der von uns 
angegebenen Kohlemethode aus der frischen Magenschleimhaut 
des Schweines dargestellte Pepsinsalzsiure von 0,5% verwendet. 
Hiervon wurden an 2 Proben von je 100 ccm durch dreitigige 
Extraktion mit Ather im Fliissigkeitsextraktor iiberzeugt, da die 
Verdauungsfliissigkeit fast kein Atherextrakt enthielt. 

Von H.FI.P. wurden 6 Proben von je 5,0 g gleichzeitig ge- 
wogen. 

Eine Probe davon wurde direkt verseift und ergab durch 
Petrolatherreinigung 0,1754 g Fettsauren. 


aE 
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Die iibrigen 5 Proben wurden ohne vorhergehende Ather- 
extraktion direkt mit je 100 ccm Verdauungssalzsiure 4x 24 
Stunden bei 40°C verdaut. Die Mischung wurde durch ein aus 
dem entfetteten Papier von Schleicher-Schiill bereitetes 
Faltenfilter filtriert. Papier mitsamt Riickstand wurde nach 
dem Trocknen bei 100°C 3x 24 Stunden im Soxhletschen 
Apparate mit absolutem Ather extrahiert. Inzwischen wurde je 
einstiindiges Trocknen des Riickstandes bei 100° C eingeschaltet, 
um die Extraktion médglichst vollstindig vonstatten gehen zu 
lassen. Die atherische Lésung wurde direkt durch Asbest ab- 
filtriert und verdunstet. Bis zur annahernden Gewichtskonstanz 
war eine 5—6tigige Trocknung von je 8 Stunden pro Tag bei 
50° C erforderlich. Allerdings war die Gewichtsabnahme in den 
einzelnen Wagungen nicht betrichtlich, wie die folgende Tabelle 
zeigt, die dieses Verhalten beleuchtet. 


Gewichisabnahme der Atherextrakte der Verdauungsriickstande 
bei der Trocknung bei 50°C. 





Nummer der | Zeitdauer der | 





Wagung Trocknung Probe 1 Probe 2 Probe 3 
1 8 Std. | 0,1976 g 0,1948 g 0.1970 g 
2 ms 0,1952 0,1918 0,1910 
3 24 0,1938 0,1908 0,1890 ‘ 
4 @ -« 0,1932 0,1898 0,1882 
5 40 , 0,1930 0,1910 0.1886 


Das Verdauungsfiltrat und Waschwasser wurden im Flissig- 
keitsextraktor 2 x 24 Stunden mit Ather extrahiert. Die atherische 
Lésung wurde durch Asbest abfiltriert, verdunstet und 3 x 8 Stun- 
den bei 50° C getrocknet. 

Die Resultate sind folgende: 








y hs: Atherextrakt Atherextrakt s 
eeeemeemael | des Rickstandes _ des Filtrates — 
1 0,1930 g 0,0344 g 0,2274 g 
2 0.1910 0,0308 0,2218 
© 3 0,1886 0,0360 0,2246 
4 0,1913 0.0524 0.2437 
5 0,1926 0,0634 0.2560 
Summa 0,9565 ¢g 0.2170 g 1,1735 g 


Mittel 0.1913 0,0434 0.2347 
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Demnach hat sich im Mittel 0,2347 g Atherextrakt fiir 5,0 g 
H.FI1.P. ergeben, welches nach der allgemeinen Anschauung als 
Neutralfett betrachtet wird. 

Es war nun zu priifen, wie viel Fettsiuren dieses Ather- 
extrakt enthielt. 

Von den fiinf obigen Atherextrakten der Verdauungsriick- 
stiinde ergaben sich: 

Probe 1 0,52% Stickstoff nach Kjeldahl, 

2 0,1556 g Fettsiuren nach der Verseifung, 

3 unwiigbare Spur von Mg,P,O, nach der Molybdan- 
siuremethode, 

4 0,1519g Fettsiure nach der Verseifung, 


= 


5 0,1564 ¢ Fettsiiuren nach der Verseifung. 


Demnach enthielt das Atherextrakt der Verdauungsriick- 
stiinde im Mittel von drei Bestimmungen 0,1546 g Fettsauren. 
Werden dieselben mit dem Faktor 1,046 in Neutralfett umge- 
rechnet, so betrigt dasselbe 0,1621 g, entsprechend 84,74% des 
Riickstandatherextraktes. Demnach sind 15,26% desselben als 
stickstoffhaltige Beimengungen anzusehen, weil das Atherextrakt 
keinen Phosphor, wohl aber 0,52% Stickstoff enthielt. 

Von den Atherextrakten der Filtrate ergaben: 

Probe 2 und 3 zusammen 0,0001 g Petrolatherextrakt nach 
der Verseifung. 

Probe 4 0,0012 g Petrolatherextrakt ohne Verseifung, 

Probe 5 0,0018 g Petrolitherextrakt ohne Verseifung. 

Demnach enthielt das Atherextrakt des Filtrates im Mittel 
von vier Bestimmungen nur 0,0008 g Fettsaiure fiir eine Probe. 
Das Filtratitherextrakt, welches 18,5°% des Gesamtatherextraktes 
ausmacht, besteht also fast ganz aus Beimengungen. Die Menge 
der Gesamtfettsiuren betrigt somit 66,2% und die des hieraus 
berechneten Neutralfettes 69,249, des Gesamtatherextraktes nach 
der Verdauungsmethode. Hieraus folgt, daB das letztere gegen 
31° aus Verunreinigungen besteht. Dieselben entsprechen dem- 
nach 44,8% des im Atherextrakte enthaltenen Neutralfettes. 

Nun haben wir durch direkte Verseifung 0,1754 g Fettsiuren 
in 5,0g H.FI.P. gefunden, wihrend das durch die Verdauungs- 


methode gewonnene Gesamtitherextrakt aus gleicher Menge 
H.FI1.P. nur 0,1550 g Fettsiuren enthielt. Demnach ist bei der 
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Verdauungsmethode ein Defizit von 0,02 g = 11,4°,, der hohen 
Fettsiuren entstanden. Wo kénnte dieser Verlust verborgen sein? 
Es sind hierfiir nur zwei Méglichkeiten vorhanden. Entweder 
ein Teil der Fettsiuren ist in noch einfachere Spaltungsprodukte 
zerlegt worden, oder es ist die Extraktion der Verdauungs- 
rickstiinde noch unvollistandig gewesen, trotzdem die Filter- 
papiere mitsamt Riickstinden nach dem Trocknen bei 100° C 
im Soxhletschen Apparate 72 Stunden mit absolutem Ather 
extrahiert worden sind und inzwischen noch einmal einstiindiges 
Trocknen bei 100° C eingeschaltet worden ist. Um die letztere 
Méglichkeit zu prifen, haben wir 5 Filterpapiere mitsamt Riick- 
stiinden zusammen dreimal mit je 100 cem Zehntelnormallauge, 
dann noch zweimal mit alkalischem Alkohol ausgekocht. Die Ex- 
trakte wurden nach dem Verdunsten des Alkohols mit einer geringen 
Menge Wasser in einen Scheidetrichter gebracht, mit Salzsiure zer- 
legt und mit Ather aufgenommen. Das hieraus dargestellte Petrol- 
iitherextrakt wog 0,1102 g in toto = 0,022 g fiir eine Probe. 
Es hat sich demnach ganz unerwarieterweise ergeben, daB 
14,264 der Gesamtfettsiuren trotz energischer Extraktion mit 
Ather doch noch in den Verdauungsriickstanden hartnickig zuriick- 
gehalten worden waren. Die Summe betriigt jetzt sogar 2,4% 
mehr als die durch direkte Verseifung gewonnene Menge. Dieses 
Plus kénnte méglicherweise von dem Filterpapiere selber ab- 
gegeben worden sein. Darum haben wir von dem entfetteten 
Papiere Schleicher-Schiill, derselben Qualitat, von welcher wir 
zur Filtration der Verdauungsgemische benutzt haben, 18 Stiicke 
von je 12 cm Durchmesser im Gewichte von 16,84 g in toto genau 
wie oben behandelt und daraus das Petrolaitherextrakt dargestellt. 
Dasselbe wog 0,0279 g fiir 18 Stiicke = 0,0016 g fiir 1 Stiick. 
Demnach stellt 0,0204 g (0,022—0,0016 g) = 11,66% der Gesamt- 
fettsiuren diejenige Menge der Fettsaiuren dar, welche fir je eine 
Probe im Filtrationsriickstande wirklich zuriickgehalten worden 
war. Die wirkliche Menge der Fettsiuren, welche in 5,0 g ver- 
dauten H. FI.P. urspriinglich enthalten war, entspricht demnach 
0,1758 g (0,1554 + 0,0204 g), gegeniiber 0,1750 g der durch direkte 
Verseifung gefundenen. Die beiden Werte sind also jetzt fast 


vollkommen iibereinstimmend. 
Es war uns sehr auffallig, daB das Atherextrakt des Filtrates, 
welches 18,59 des Gesamtiitherextraktes nach der Verdauungs- 
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methode ausmacht, nur Spuren von Fettsiuren enthielt. Daher 
haben wir zwei Proben obiger Filtratatherextrakte (Nr. 4 und 5) 
etwas genauer untersucht. Die in Petrolither unléslichen Riick- 
stiinde von ihnen wurden noch einmal mit absolutem Ather ge- 
reinigt. Der Riickstand wog jetzt im ganzen 0,0823 g, war zum 
groben Teil in Wasser leicht léslich und die Lésung reagierte 
stark sauer. Als die wisserige Lésung (Phenolphthalein als Indi- 
cator) mit Zehntellauge titriert wurde, betrug die Aciditit 5,8 cem 
Zehntellauge. Demnach entspricht die Siuremenge 0,0522 g Milch- 
siure = 63,4% des Extraktes. Das hieraus unter Siurezusatz mit 
Ather ausgeschiittelte Extrakt zeigte in wisseriger Liésung mit 
Kisenchlorid deutliche Milchsiurereaktion. E. Salkowski be- 
tont mit Recht in seinem Praktikum, da® das Filtratatherextrakt 
nach der Verdauungsmethode wohl Milchsiure enthalten kann, 
und da E. Voit tatsiichlich hier ihre Existenz nachgewiesen hat, 
besteht das Atherextrakt des Verdauungsfiltrates unzweifelhaft 
zum groBen Teil aus Milchsiure, Ubrigens haben wir im Alkohol- 
Atherextrakte dieses Fleischpulvers, wie oben erédrtert, Milchsiure 
als Zinksalz bestimmt. 

Nach diesen Untersuchungen hat sich herausgestellt, daB das 
nach der Verdauungsmethode dargestellte Atherextrakt gegen 
31°, Verunreinigungen enthielt und trotzdem ca. 12%, wahrer 
Fettsiuren der Bestimmung entgangen sind. Demnach entspricht 
die Verunreinigung 44,8°, des im Atherextrakte enthaltenen 
Neutralfettes. 

Allerdings empfiehlt Dormeyer vor der Verdauung des 
Fleischpulvers eine kurzdauernde Atherextraktion desselben. Wir 
haben dagegen das Fleischpulver direkt verdaut. Wieweit diese 
Abweichung einen Unterschied in den Resultaten hervorruft, 
wird erst spiter genauer beriicksichtigt. 


Kapitel V. 
Vergleichende Untersuchung der direkten Verseifung mit den gegen- 
wirtig gebriuchlichen Fettbestimmungsmethoden. 


Nachdem unsere direkte Verseifungsmethode in allen ein- 
zelnen Phasen von uns genau gepriift worden ist und dieselbe 
wenigstens unseren bisherigen Untersuchungen nach sich als die ein- 
fachste und zugleich als die genaueste Methode herausgestellt hat, 
sind wir nunmehr verpflichtet, dieselbe wiederholt mit anderen 
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gebrauchlichen Methoden auf streng kritische Weise zu _ver- 
gleichen. Diese Priifungen sind deshalb notwendig, weil die bis- 
herigen Versuche hauptsachlich an einem Material angestellt 
worden sind, welches von einem mit abnorm groBer Menge Pferde- 
fleisches gefiitterten Hunde stammte. 

In den folgenden Untersuchungen haben wir frisch zubereitetes 
Fleischpulver verwendet, welches von einem normal ernahrten 
Rinde stammte (unten kurz als R.FI.P.I. bezeichnet). Das 
Material wurde auf folgende Weise dargestellt. 

1800 g mehrmals durch Fleischhackmaschine getriebenen 
mageren Rindfleischbreis wurden mit einem halben Volum Alkohol 
von 95% versetzt, gut gemischt und iiber Nacht stehen gelassen. 
Dann wurde die Mischung auf dem Wasserbade unter Luftein- 
blasen eingedampft und getrocknet. Hierbei stieg die Temperatur 
im Inneren des Fleischbreis nur bis auf 70° C. Die Pulverisation 
wurde so weit getrieben, dal die ganze Masse durch ein Sieb 
von 0,25 mm? hindurchging. Zwei Tage offen aufbewahrtes 
Pulver wog in toto 438g. An einer ganz trocknen Tageszeit 
wurden nach guter Durchmischung des Pulvers folgende Proben 
hintereinander genau abgewogen : 

50 Proben von je 5,0 g, 
1 Probe von 100 g. 

AuBer direkt verwendeten Proben wurden die iibrigen im 
Vakuumexsiccator mit Chlorcalecium aufbewahrt, damit auber 
Wasserabnahme keine Zersetzung organischer Bestandteile ein- 
treten kann. 


Versuchsreihe l. 
Resultate der direkten Verseifung. 

Um die Wiederholung zu vermeiden, verweisen wir die aus- 
fiihrliche Beschreibung unserer Verseifungsmethode auf das Ka- 
pitel VIII und wir fiihren hier nur die Resultate an. 

Die Ausbeuten der reinen Fettsiiuren, welche von je 5,0 g 
R.F1.P.I. gewonnen worden sind, sind folgende: 
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Demnach enthielt dieses Fleischmaterial in je 5,0 g nach 
unserer Verseifungsmethode 0,3578 g Fettsiuren. Werden die- 
selben mit dem Faktor 1,046 in Neutralfett umgerechnet, so be- 
triigt dasselbe 0,3743 g, entsprechend 7,486°, des Fleischpulvers. 

Dieser Wert wird in allen folgenden Untersuchungen in Ver- 
gleich gestellt. Uber die Begriindung unserer Methode als Fett- 
bestimmung sowie tiber die Reinheit der hierdurch gewonnenen 
Fettsiiuren folgen erst spiter eingehendere Betrachtungen. 


Versuchsreihe 2. 
Alkohol-Methode. 

Da es im Kapitel I mit Sicherheit festgestellt worden ist, 
dab die groBe Extraktionsenergie der Alkohol-Chloroformmethode 
von G. Rosenfeld hauptsichlich auf der Wirkung des Alkohols 
beruht, und Chloroform in dieser Hinsicht keinen besonderen Vor- 
zug hat, so werden hier unter dem Namen der Alkoholmethode 
alle diejenigen Methoden zusammengefaBt, welche zur Gewinnung 
des Atherextraktes aus dem Fleischpulver als Vorbehandlung 
Alkohol allein oder denselben in Kombination mit anderen Extrak- 
tionsmitteln verwendet haben, wie die von G. Rosenfeld, 
E. Bogdanow, O. Frank usw. 

Je 5,0 g R.FI.P.I. wurden in unserem Heibextraktor 6 Stunden 
mit absolutem Alkohol extrahiert. Aus dem Alkoholextrakte 
wurde genau auf die friiher beschriebene Weise Atherextrakt dar- 





gestellt. 
Die gereinigten Atherextrakte wogen: 
Pemee dt... sissies. Qae 
os + 3 4% * 6 ace oO 
—— ea a ae 
MO tw tt el ee 
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Demnach betriigt das Atherextrakt des Fleischpulvers 9,806%%. 


Nach der Verseifungsmethode haben wir fiir die gleiche Menge 
des Fleischpulvers 0,3743 g Neutralfett = 7,486°, berechnet. 
Wird 0,3743g gleich 100 gesetzt, so entspricht 0,4903 g 
= 131%. 
Demnach betriagt das Atherextrakt nach der Alkoholmethode 
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31% mehr, als das aus den Fettsiuren berechnete Neutralfett 
nach der Verseifungsmethode. 

Alle Atherextrakte wurden mit alkoholischer Lauge verseift. 
Hierzu wurde jede Probe fiir sich mit 0,5cem NaHO 1,5D 
(= 0,35 g) und 20 cem Alkohol absol. versetzt und eine Stunde 
auf dem Wasserbade unter Kiihlvorrichtung verseift. 

Nach dem Verdunsten des Alkohols wurde die Seife in wisse- 
riger Lésung mit Salzsiure zersetzt und mit Ather aufgenommen. 

Die mit Petrolither gereinigten Fettsiuren wogen: 





Probe 1 . 0,3568 g 
2. 0,3553 
mis 0,3570 

Summa 1,0691 g 

Mittel 0,3564 g. 


Wird dieselbe mit dem Faktor 1,046 in Neutralfett umge- 
rechnet, so betrigt dasselbe 0,3727 g = 7,454 des Fleischpulvers. 
Demnach betriigt die Menge des Atherextraktes 31,56% mehr, 
als die des von den in ihm enthaltenen Fettsiuren berechneten 
Neutralfettes. DaB dieser Mehrbetrag zum grofen Teil in Bei- 
mengungen besteht, wird aus den weiteren Untersuchungen klar. 

Die Menge der Fettsiuren im Atherextrakt betragt 99,59, 
derjenigen nach der Verseifung. Im Atherextrakt fehlt also noch 
0,41% der Fettsiuren. 

Alle Fleischriickstinde, welche mit Alkohol extrahiert worden 
waren, wurden nun nach unserer Methode direkt verseift. 


Die gereinigten Atherextrakte wogen: 





Probe 1 . 0,0372 g 
2. 0,0360 
-* 0,0300 

Summa 0,1030 g 

Mittel 0,0344 g. 


Dieselben wurden nun mit Petrolather gereinigt. 


Die reinen Fettsiuren wogen jetzt: 





Probe 1 . 0,0022 g 
.. 0,0018 
_® 0,0010 

Summa 0,0050 g 

Mittel 0,0017 g. 
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Die in Petrolither unléslichen Atherextrakte lésen sich bei 
Zusatz von Sodalésung unter Kohlensaureentwicklung sofort auf 
und bleiben bis zur Austrocknung dauernd fliissig. Die Petrol- 
atherextrakte losen sich dagegen unter Sodazusatz erst beim Er- 
wirmen auf und zeigen beim Erkalten typische Gelatinierung. 

Addiert man diese Restfettsdure im Fleischriickstande zu der 
im Atherextrakt enthaltenen, so erhailt man im ganzen 0,3581 g 
gegeniiber 0,3578 g nach der direkten Verseifung. Diese voll- 
stiindige Ubereinstimmung kann wohl als Beweisstiicke dafiir 
gelten, daB unsere Verseifungsmethode alle hohe Fettsiuren aus 
dem Fleischpulver genau quantitativ herauszieht. 

Wir kénnen es nicht unterlassen, die Natur der Atherextrakte 
nach der Alkoholmethode hier noch einmal zu beriicksichtigen, 
um zu sehen, ob die Resultate, die wir friiher von den Alkohol- 
Atherextrakten des H.FI.P. gewonnen haben, auch fiir diejenigen 
des frisch zubereiteten Rindfleischpulvers Giiltigkeit haben. Zu 
diesem Zwecke wurden 100 g R.FI.P.1. im groBen HeiBextraktor 
in mehreren Sitzungen mit Alkohol griindlich extrahiert und hier- 
aus auf bekannte Weise Atherextrakte dargestellt. Atherische 
Lésungen derselben wurden in einem MeBkolben von 500 ccm 
Rauminhalt aufgefiillt und hieraus mehrere Proben von je 25 ccm 
und 50 cem genau abpipettiert und verdunstet. 


he 


Stickstoffverteilung im Atherextrakte. 

Eine Probe von 25 ccm itherischer Lésung mit 0,4903 g 
Atherextrakt, entsprechend 5,0 g Fleischpulver, wurde nach K jel- 
dahl auf Stickstoffgehalt untersucht. 

Dasselbe enthielt 0,0069 g = 1,41% Stickstoff. 

Berechnet man diesen Stickstoff mit dem Faktor 57,54 auf 
Distearyllecithin um, so resultiert sich 0,397 g Lecithin. Dem- 
nach miiBte von dem Atherextrakte 80,97% aus Lecithin bestehen, 
was ganz unmdglich ist. 

Zwei Proben von je 0,4903 g Atherextrakt wurden mit 50 ccm 
Wasser versetzt und bei 40°C iiber Nacht digeriert. Alsdann 
wurde die gleichmaBige Emulsion nach Ansaiuerung mit Salzsaiure 
24 Stunden im Fliissigkeitsextraktor mit Ather extrahiert. Tren- 


nung erfolgte ganz glatt. Atherische und wiisserige Lésung wurde 
getrennt auf Stickstoff untersucht. 











276 M. Kumagawa und K. Suto: 


Die Resultate sind: 





Stickstoff in Stickstoff in 





Versachenemmer atherischer Léisung wisseriger Lésung Summa 

1 0.0034 ¢ 0.0039 ¢ 0,0073 

2 0,0039 0,0041 0,0080 
Summa 0,0073 ¢ 0,0080 ¢ 0,0153 g 

Mittel 0.0037 0.0040 0.0077 


Demnach bestand von dem Totalstickstoff etwas itiber die 
Hiilfte in wasserléslichen Stickstoffverbindungen. Wird der Stick- 
stoff in Atherfraktion ganz in Lecithin berechnet, so betrigt das- 
selbe 0,2129 g in 0,4903 g Atherextrakt, entsprechend 43,41% des- 
selben, was unzweifelhaft noch zu hoch ist und mit der aus der 
Phosphorbestimmung zu berechnenden Lecithinmenge im Wider- 
spruche steht. 

Eine Probe von 0,9806 g Atherextrakt entsprechend 50 ccm 
jener atherischen Lésung wurde genau, wie oben, durch Digestion 
mit Wasser und durch Extraktion im Fliissigkeitsextraktor in 
atherische und wiisserige Lésung getrennt. Die aitherische Lésung 
wurde mit Wasser geschiittelt, wobei eine flockige Ausscheidung 
in geringer Menge auftrat. Das Schiittelwasser wurde mit der 
wasserigen Lésung vereinigt. 

Die Atherfraktion nach Kjeldahl ergab 0,0030 g und die 
flockige Ausscheidung 0,0007 g Stickstoff. 

Die wasserige Losung wurde eingeengt und mit 10 ccm Acidum 
phosphorwolframicum versetzt. Niederschlag und Filtrat wurde 
getrennt auf Stickstoff untersucht. 

Phosphorwolframsiureniederschlag enthielt 0,0065 g N. 

Phosphorwolframsiurefiltrat enthielt 0,0034 g N. 

Demnach gestaltet sich die Stickstoffverteilung im Ather- 
extrakte (0,9806 g) folgendermafen: 





Menge des Stick- Prozente zu Total- 


Einzelne Fraktionen 


stoffes stickstoff 
Atherfraktion . 2... 2... 0,0030 g 22,06 °/, 
P.W.S.-Niederschlag ...... 0,0065 47,79 
P.W:S.-Filtrat. . + te Far 0,0034 25,00 
Ausscheidung bei Wasserschiittelung 0,0007 5,15 





ee aes a a eee ac ee 0,0136 ¢g 100 °/, 
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AuBerdem gab eine Probe von 0,9806 g Atherextrakt nach 
Schlésing 0,0008 g Ammoniak. 

Bei dieser Untersuchung wurde die Zerlegung des Phosphor- 
wolframsiureniederschlages und dessen Filtrates mit Phosphor- 
siure im Autoklaven aus auBeren Griinden unterlassen. 

Der Stickstoffgehalt des Atherextraktes war hier zwar be- 
deutend geringer wie bei H.FI.P. Aber das Resultat lehrt uns, 
da das Atherextrakt des normalen Rindfleischpulvers nach der 
Alkoholmethode ebenfalls ganz verschiedene Stickstoffverbin- 
dungen als Verunreinigungen enthielt. 


Direkte Phosphorbestimmung. 

Eine Probe von 0,9806 g Atherextrakt wurde nach der Molyb- 
diinsiuremethode direkt auf Phosphorgehalt untersucht. 

Es ergab sich 0,0320 g Mg,P,0, = 0,0089 g Phosphor, ent- 
sprechend 0,2321 g Lecithin = 23,67% des Atherextraktes. Hierin 
sind nun 0,1634g Stearinsiure enthalten. In 0,9806 g Ather- 
extrakt haben wir die Menge der Fettsiituren zu 0,7128 g be- 
stimmt. Wird hiervon 0,1634 g Fettsdiuren als dem Lecithin an- 
gehoérig abgezogen, so bleiben 0,5494 g Fettsiiuren zuriick. Werden 
dieselben in Neutralfett umgerechnet, so betriigt dasselbe 0,5746 g. 

Demnach sind in 0,9806 g Atherextrakt 0,5746 g Neutralfett 
und 0,2321 g Distearyllecithin und somit 0,8067 g Fettarten im 
ganzen enthalten. Das macht 82,26% des Atherextraktes. Dem- 
nach sind 17,74% als Beimengungen anzusehen. Werden die 
Fettarten als EKinheit = 100 gesetzt, so entsprechen 0,9806 g 
121,5%. Die Verunreinigungen betragen demnach 21,5% der 
Fettarten. 


Indirekte Phosphorbestimmung. 

Eine Probe von 0,9806 g Atherextrakt wurde nach der Di- 
gestion mit Wasser bei 40° C durch die Atherextraktion in eine 
wiisserige und Atherische Lésung getrennt. Ather wurde ver- 
dunstet und nochmals mit demselben gereinigt. Dasselbe wog jetzt 
0,870 g und ergab sich nach der Molybdansiuremethode 0,0217 g 
Mg,P,0, = 0,006 g Phosphor, entsprechend 0,1575 g Distearyl- 
lecithin = 16,05% des urspriinglichen Atherextraktes. Diese 
Menge des Lecithins enthalt 0,1109 g Stearinsiiure. Wird diese 
von den Fettsiiuren im Atherextrakt abgezogen, so bleiben jetzt 
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0,6019 g Fettsaiuren fiir Neutralfett. Dasselbe betragt dann 
0,6296 g. Demnach sind in 0,9806 g Atherextrakt enthalten: 
0,6296 g Neutralfett, 
0,1575 g Lecithin, somit 
0,7871 g Fettsubstanzen in toto. 

Die Verunreinigungen betragen jetzt 19,73% des Ather- 
extraktes. Werden die Fettarten als Einheit gleich 100 gesetzt, 
so entspricht die Menge des Atherextraktes 124,6%. Die Ver- 
unreinigungen betragen nach dieser Betrachtung 24,6% der Fett- 
arten. 

Es fragt sich nun, ob es berechtigt ist, allen Phosphor, welcher 
in dem Atherextrakte mit der Alkoholmethode erhalten wird, 
als Lecithin zu betrachten. Sollte ein Teil dieses Phosphors in 
Form von Jecorin oder Protagon vorhanden sein, so werden diese 
beiden Verbindungen zusammen in unserem Falle als Lecithin 
berechnet. Da man fiir die beiden Substanzen keine Methode 
der quantitativen Bestimmung kennt, so scheint uns vorteilhafter, 
daB dieselben zusammen als Lecithin berechnet werden. Sollte 
dagegen ein Teil des Phosphors aus anorganischen Phosphaten 
stammen, so begeht man dann einen grofBen Fehler, indem 
der Wert der Lecithinmenge dementsprechend héher ausfallt. 
Da wir im mehrmals gereinigten Atherextrakte bei H.FI.P. in 
einigen Prozenten anorganische Salze als Alkaliphosphate ge- 
funden haben, so kann die Méglichkeit nicht ganz auBer acht ge- 
lassen werden, daf die anorganischen Phosphate wie die ather- 
unléslichen Stickstoffverbindungen mehr oder weniger in Ather- 
extraktgemische aufgenommen worden sind. 

Bei der Digestion des Atherextraktes mit Wasser bei 40° C 
und durch die nachfolgende Atherextraktion bei saurer Reaktion 
sind 32,2% des Gesamtphosphors in wisseriger Lésung zuriick- 
geblieben, wahrend alle Fettarten in den Ather iibergingen. Aus 
den friiheren Untersuchungen erscheint uns sehr unwahrscheinlich, 
da8 das Lecithin im Atherextrakte durch die obige ganz milde 
Behandlung mit Wasser iiber 30% zersetzt wird. Ware die Auf- 
fassung richtiger, daB ein Teil des Phosphors als anorganische 
Verunreinigung sich vorfindet, so kommt nur der Anteil des 
Phosphors in der Atherfraktio nals Lecithinphosphor zur Geltung, 
in welchem Falle die letztere Berechnung der Lecithinmenge aus 
Atherfraktion allein berechtigt ist. Diese Frage la8t sich indessen 
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zurzeit nicht leicht entscheiden. Unter allen Umstinden steht 
es fest, daB das gereinigte Atherextrakt nach der Alkoholmethode 
auch bei normalem Fleischpulver ganz verschiedene Verunreini- 
gungen in groBer Menge einschlieBt. 

In den folgenden Untersuchungen haben wir die reinigende 
Wirkung des Petrolithers und des Athylathers noch einmal beriick- 
sichtigt, um zu sehen, wie sich die beiden Mittel auf die Ver- 
seifungsprodukte des Alkohol-Atherextraktes einerseits und des 
Restpulvers nach der Alkoholmethode andererseits verhalten. Zu 
diesen Untersuchungen diente ebenfalls R.FI.P.1., aber nicht die- 
jenigen Proben, welche zum Vergleichszwecke im Exsiccator auf- 
bewahrt wurden, sondern Extraproben mit verschiedenem Wasser- 
gehalt. Da das Pulver vor dem Versuche noch einmal getrocknet 
wurde, so ist die Menge der Fettsaéuren im allgemeinen hier etwas 
héher ausgefallen, als bei den im Exsiccator aufbewahrten Proben. 
Je 5,0 g Pulver wurden genau ebenso wie oben mit Alkohol extra- 
hiert und aus dem Alkoholextrakte gereinigte Atherausziige dar- 
gestellt. 

Dieselben wogen: 
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- 0,4755 

3. 0,4858 
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Alle Atherextrakte wurden getrennt verseift und die Fett- 
siiuren mit Ather gereinigt. 

Dieselben wogen: 

Probe]... ..... . . 0,3626 g 

0,3638 
0,3627 
0.3642 
a 0,3630 
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Die mit Ather gereinigte Fettsiure betrigt demnach im Mittel 
73,35% des Gesamtitherextraktes. 

Die Fettsiuren wurden nun von neuem mit Petrolither ge- 
reinigt. 

Dieselben wogen: 


Pao Btw ect tl oe GR 
0,3584 
0,3622 
0,3620 
Sane ae ee 
Perr ese Sl 
Summa .......... 3,1066g 
ns ae eo 


om Ww bo 





Dieselbe betrigt 72,98°, des Gesamtitherextraktes. 

Demnach sind die mit Athylither gereinigten Fettsiuren 
nach der Verseifung des Alkohol-Atherextraktes so rein, daB die- 
selben bei der nachfolgenden Reinigung mit Petrolather eine Ge- 
wichtsabnahme von nur 0,37° erwiesen. 

Ganz anders gestaltet sich die reinigende Wirkung des Athyl- 
aithers und des Petroliathers auf die Verseifungsprodukte des Rest- 
pulvers nach der Alkoholmethode. 

Die 6 Stunden mit absolutem Alkohol extrahierten Pulver- 
riickstiinde wurden nach der bekannten Methode direkt verseift 
und bei saurer Reaktion Atherextrakte dargestellt. 

Die gereinigten Atherextrakte wogen: 





Beeme bk. . 1 ssc s « Oe 
2 . verloren 
3. 0,0141 g 

is 0,0390 

Si ae we om es es oe 
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Die bei 50°C gut getrockneten Atherextrakte wurden von 
neuem mit Petroliather gereinigt. 
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Dieselben wogen: 
MPEG s vse rncx ce iS 


verloren 
0,0030 g 
0,0026 
0,0040 
1 ade ie in eg: 
Summa .......... O0142g 
Mew tt tt te ew ss OO! 


Cr m GC bo 


==) 





Die in Petrolither unléslichen, jedoch in Ather leicht lés- 
lichen Extrakte sind stark gefirbt, lésen sich in Natriumcarbonat- 
lésung unter Kohlensiiureentwicklung sofort auf und zeigen bis 
zur Austrocknung keine Spur von Gelatinierung. Die Petrolather- 
extrakte sind dagegen fast farblos und bleiben beim Zusatz von 
Natriumcarbonatlésung zunachst ganz unverindert, lésen sich 
erst beim Erwarmen auf und zeigen nach dem Erkalten je nach 
der Menge totale oder partielle Gelatinierung in ganz typischer 
Weise. 

Demnach besteht nur 8,4° der Atherextrakte nach der Ver- 
seifung des Restpulvers aus reinen Fettsiuren. Die iibrigen 91,69%, 
sind Verunreinigungen, deren Hauptanteil wohl Milchséiure zu 
sein scheint. Da das Ausgangsmaterial aus Restfleischpulver be- 
steht, welches mit absolutem Alkohol griindlich extrahiert worden 
ist, so bleibt kaum eine andere Méglichkeit tibrig, als dab jene 
petrolatherunléslichen Atherextrakte durch die Zersetzung der 
Bestandteile des Fleischriickstandes infolge der starken Alkali- 
kochung erst entstanden sind. 


SchluBwort zu der Alkohol-Methode. 


Was den Wert der Alkoholmethode anlangt, so zeichnet 
sich dieselbe zwar durch ihre groBe Extraktionsenergie aus. Aber 
dieselbe eignet sich fiir die quantitative Fettbestimmung tieri- 
schen Materials durchaus nicht, weil das nach dieser Methode 
dargestellte Atherextrakt eine so groBe Menge Verunreinigungen 
einschlieBt, daB die letzteren je nach den Fleischarten 20—46,2°,, 
der Fettarten ausmachen. 


19* 
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Versuchsreihe 3. 
Verdauungs-M ethode. 


a) Direkte Verdauung des Fleischpulvers. 

Wahrend C. Dormeyer zur Erzielung gleichmabBiger Ver- 
teilung der einzelnen Proben (etwa 5,0 g) fiir die Verdauung eine 
kurzdauernde vorhergehende Atherextraktion in einer etwas 
gréBeren Pulvermasse (etwa 30,0 g) empfiehlt, hat J. Athana- 
siu (15) ebenfalls im Pfligerschen Laboratorium zur Fett- 
bestimmung der Frésche direkte Verdauung derselben vorgezogen. 
Daher haben wir hier zuerst ebenfalls direkte Verdauung des 
Fleischpulvers versucht, weil die GleichmaBigkeit des von uns 
benutzten Fleischpulvers durch die vorhergehenden Unter- 
suchungen vollkommen bewiesen worden ist. 

Als Verdauungsfliissigkeit wurde eine Auflésung von 2,5 g 
Pepsin Griibler in 500 cem 0,5 prozentiger Salzsiiure benutzt. 

100 ccm dieser Lésung wurde im Fliissigkeitsextraktor 
3x 24 Stunden mit Ather extrahiert. Das gereinigte Ather- 
extrakt wog 0,001 g. Der Petrolaitherauszug davon wog 0,0003 g. 

Die Entfettung des Filterpapiers, welches in allen folgenden 
Verdauungsversuchen benutzt wurde, geschah auf folgende Weise. 

15 Stiicke von sogenanntem’ entfetteten Filterpapiere 
(Schleicher-Schill) mit 12cm MDurchmesser wurden in 
600 com ®/; Natronlauge eingetaucht und auf dem kochenden 
Wasserbade 2 Stunden digeriert. Diese Operation wurde mit er- 
neuerter Lauge dreimal wiederholt. Die Lauge fiarbte sich anfangs 
braunlich, zuletzt aber ganz schwach gelb. Das Papier wurde 
dann so lange mit heiBem flieBenden Wasser behandelt, bis das 
Waschwasser neutral reagierte. Alsdann wurde es vorsichtig auf 
dicke Papierunterlage ausgebreitet und getrocknet. Vor dem Ge- 
brauche wurde es schlieBlich bei 100° C bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. Die vereinigte Lauge wurde verdunstet, mit Salz- 
siiure angesiuert und mit Ather extrahiert. Dasselbe wog in toto 
0,0096 g und. zeigte deutliche Gelatinierung mit Sodalésung. 
Jedes Stiick Papier enthielt demnach 0,00064 g reine Fettsaure. 
Die Petrolitherunlésliche Atherextrakte wogen im ganzen 0,0035 g 
und enthielten keine Spur Fettsiure. Ein Stiick gereinigten Papiers 
wurde nochmals mit Lauge behandelt. Es erwies sich jetzt als 


vollkommen fettfrei. 
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Drei im Exsiccator aufbewahrte Proben von je 5,0 g R.FILP.I. 
wurden mit 100 cem der obigen Pepsinsalzsiure 3 x 24 Stunden 
im Wasserdigestor bei 40°C verdaut. Die Mischung wurde in- 
zwischen einige Male umgeriihrt. Am Ende bildete sich ein 
flockiger Bodensatz. Derselbe wurde durch obiges entfettetes 
Papier abfiltriert und gut ausgewaschen. Filter mitsamt Nieder- 
schlag wurde bei 100° C getrocknet und im Soxhletschen Appa- 
rate 3 x 24 Stunden mit Ather extrahiert. Inzwischen wurde eine 
einstiindige Trocknung des Niederschlages bei 100° C eingeschaltet. 
Beide Atherextrakte wurden noch einmal mit Ather gereinigt. 
Die Atherextrakte des Riickstandes und des Filtrates wurden fiir 
sich bei 50°C 3x 5 Stunden getrocknet. 

Die Resultate sind: 








. Atherextrakte Atherextrakte ’ 
Versuchsnummer ; “a - me Summa 
im Niederschlag im Filtrat 

1 0,3394 ¢ 0,0946 ¢ 0,4340 ¢ 

2 0,3535 0,1097 0,4632 

: 0,3570 0.1134 0,4704 
Summa 1,0499 ¢ 0,3177 ¢ 1.3676 ¢ 
Mittel 0,3500 0,1059 0,4559 


Demnach betriigt das Gesamtatherextrakt im Mittel 0,4559 g 
fiir 5,0 g Fleischpulver, entsprechend 9,118%, des Fleischpulvers. 
Wir haben indessen nach der direkten Verseifung 7,486% Neutral- 
fett fiir dasselbe Fleischpulver gefunden. Jenes betrigt 21,8 
mehr als dieses. 

Die Atherextrakte des Riickstandes wurden nun verseift und 
aus dem Atherextrakte Petrolaitherausziige dargestellt. 

Die mit Petrolaither gereinigten Fettsiuren wogen: 





2 ewes ee 
2 Fawn aa a a ae, 
Mid o & +5 6 hk oe nn 

Summa .......... 0,9200¢ 

Pare a ll 


Die Menge der reinen Fettsiuren betriigt demnach 88,49% 
des Riickstandatherextraktes. 

Die in Petrolather unléslichen Atherextrakte der Verseifungs- 
produkte wogen: 
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Die letzteren enthalten keine Spur von Fettsiuren. Die 
Atherextrakte der Filtrate wurden aufs neue in Ather aufgelést 
und im Scheidetrichter dreimal mit dem halben Volum Wasser 
geschiittelt. Es trat hierbei eine bedeutende Gewichtsabnahme 


auf, wie folgt: 





Pee DC thw tw s Se 
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Wurden nun dieselben von neuem mit Petrolither gereinigt, 
so trat abermals eine Gewichtsabnahme auf, wie folgt: 





8 eer ee eee... 
ae ee 
— ec. tee. sll 
MR ct te ee 
ee «teeth oe +e +. ee 


Dieselbe erwies sich jetzt als reine Fettsiiure, indem sie mit 
Sodalésung typische Gelatinierung zeigte. 

Demnach enthalt das klare Filtrat der Verdauung nur 0,0018 g 
wirkliche Fettsiure fiir je eine Probe, entsprechend 1,7°% des 
Filtratextraktes. 

Nach der direkten Verdauung des Fleischpulvers hat sich im 
Mittel fiir 5,0 g Pulver 0,4559 g Atherextrakt ergeben. Dasselbe 
enthielt nur 0,3115 g reine Fettsiure (0,3097 + 0,0018 g). Wird 
diese mit dem Faktor 1,046 in Neutralfett umgerechnet, so be- 
trigt dasselbe 0,3258 g, entsprechend 6,516% des Fleischpulvers. 
Demnach enthilt das Atherextrakt nach der Verdauung nur 
71,47% Neutralfett. Die iibrigen 28,53% sind zum groBen Teil 
Verunreinigungen. Wird nun 0,3258 g Neutralfett als Einheit 
gleich 100 gesetzt, so betragen 0,4559 g Atherextrakt 139,9%. 
Demnach entsprechen die Verunreinigungen im Atherextrakte 
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nach der direkten Verdauung 39,9°%, des darin enthaltenen Neutral- 
fettes. Allerdings sind bei diesen Untersuchungen Phosphor- 
bestimmungen im Atherextrakte unterblieben, weil wir in den 
Versuchen mit H.FI.P. nur unwagbare Spuren von Phosphor auf- 
finden konnten. Nun haben wir nach der direkten Verseifung 
0,3578 g reine Fettsaure fiir dasselbe Pulver gefunden, gegeniiber 
0,3115 g im Verdauungsitherextrakt nach der Verseifung. Es 
fehlt noch 0,0463 g = 13% Fettsaiure. Dieselbe muB also irgendwo 
verborgen sein. 

Wir haben Filterpapiere mitsamt Filtrationsriickstiinden der 
Verdauung nach der Atherextraktion bei 100° C bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und das Gewicht der Papiere abgezogen. 

Die Riickstinde wogen: 





oo 9 eee eee 
Bi ks De’ Oe ee 
eas dw Se we ee sa 
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Filter mit samt Riickstand wurde nun zweimal mit je 50 ccm 
n/>-Natronlauge und einmal mit Wasser auf dem Wasserbade 
gekocht. Das vereinigte Wasser wurde eingeengt, mit Salzsiure 
zerlegt und mit Ather aufgenommen. Aus dem Atherextrakte 
wurden Petrolitherextrakte dargestellt. Dieselben wogen: 
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Die Extrakte erwiesen sich als reine Fettsiuren. 
Die petrolitherunléslichen Atherextrakte bei dieser Behand- 
lung wogen: 





Probe 1 0,0038 g 
Rass hese es oe rr 
ee a 

Sammes ....+i ns so Ce 
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Dieselben enthielten keine Fettsauren. 
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Von der fehlenden Fettsiure 0,0463 g sind 0,0244 g = 52,7°, 
im Filtrationsriickstande wieder aufgefunden worden. Die Diffe- 
renz von 0,0219 g, welche von der ganzen Fettsiure 6,12% aus- 
machen, konnten wir bei dieser Untersuchung nicht wieder auf- 
finden. 

Wir haben demnach gefunden, da das Atherextrakt nach 
der direkten Verdauung fiir ein und dasselbe Fleischpulver 
21,8% mehr betrigt, als die Menge des berechneten Neutral- 
fettes nach der direkten Verseifung. Von diesem Atherextrakte 
bestehen jedoch nur 71,47%, aus Neutralfetten. Die iibrigen 
28,53°%, sind zumeist Verunreinigungen. Dieselben betragen 
demnach 39,9% des im Atherextrakte enthaltenen Neutralfettes. 
Trotzdem sind von der wahren Fettsiure noch 13% der Be- 
stimmung entgangen. Uber die Hilfte dieses Verlustes ist im 
griindlich extrahierten Filterriickstande erst durch Verseifung 
aufgefunden worden. Dieandere Hialfte war nirgends aufzu- 
finden. 


b) Wiederholung der direkten Verdauung des Fleischpulvers. 

In der vorhergehenden Untersuchung haben wir gesehen, dab 
bei der direkten Verdauung des Fleischpulvers etwa 13°% der 
Gesamtfettsiure der Bestimmung entgangen sind. Hiervon ist 
allerdings etwas iiber die Hilfte durch die Verseifung des Filter- 
riickstandes wieder gewonnen worden. Die iibrigen 6°, waren 
indessen nirgends aufzufinden. Dieser Befund fiihrte uns zur 
Vermutung, daB ein Teil freier Fettsiuren moéglicherweise durch 
den VerdauungsprozeB selber in noch einfachere Produkte ge- 
spalten worden sei. Darum haben wir die Versuche noch einmal 
wiederholt. 

Von je 5,0 g der im Exsiccator aufbewahrten Proben R.FI.P.1. 
wurden je 2 Proben 2 x 24 Stunden, je 2 Proben 4 x 24 Stunden 
und je 2 Proben 6 x 24 Stunden bei 40° C mit Pepsinsalzsiure 
von obiger Zusammensetzung verdaut in der Erwaigung, daB die 


Menge des Fettes um so geringer ausfallen wiirde, je linger die 
Verdauung dauerte, falls die Pepsinsalzsaiure selber die Fahigkeit 
besiBe, freie Fettsiure anzugreifen. Die Ausfiihrungen der Ver- 
suche sind bis auf die Einzelheiten vollkommen gleich geblieben, 
wie bei den vorhergehenden Versuchen. 
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Atherextrakte der Verdauungsriickstinde wogen: 





Versuchs- Menge der Ather- ' . 
such Menge d ; Dauer der Verdauung Mitte] der 2 Proben 





Nummer extrakte 
1 0.3465 ¢ 2 X 24 Stunde 
465 g 4 Stunden 0.3464 ¢ 
’ 0,3463 2 x 24 ba 
} 0,3352 4x2 
aap . 0.3361 
4 0.3369 4x 24 
7 ee or 
0,3457 . 24 - 0.3451 
6 03444 6 X 24 * 
Summa 2,0550 g 
Mittel 0.3425 


Die Ausbeute des Atherextraktes bei der Verdauung von 
2 x 24 Stunden war allerdings gréBer als die bei der Verdauung 
von 4x 24 Stunden. Die Ausbeute bei der letzteren war dagegen 
etwas geringer, als die bei der Verdauung von 6 x 24 Stunden. 
Die Differenz ist jedenfalls klein und die Reihenfolge der an- 
scheinenden Fettabnahme zum Teil widersprechend, so daB es 
uns nicht gestattet ist, hieraus irgend einen bindenden Schlul} 
zu ziehen. 

Alle obigen Atherextrakte wurden leider aus Versehen ver- 
einigt und zusammen verseift, so dab ein genauer Vergleich der 
einzelnen Proben unmdglich wurde. Aber wegen des obigen Be 
fundes erscheint uns dieser Vergleich iiberfliissig. 

Die mit Petrolither gereinigten Fettsiiuren wogen in toto 
1,806 g. Demnach betragen die Fettsiiuren im Atherextrakte des 
Verdauungsriickstandes im Mittel 0,3010 g. 

Die Atherextrakte der Verdauungsfiltrate (3 x 24 Stunden 
mit Ather extrahiert und 3 x 5 Stunden bei 50°C getrocknet) 
wogen: 
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SS 42 ose Oo Se 
Deca ste 2 & & 6 Se 
4 + & ee 
Perrrr rT. Ss lft 
ea a ae 

DMM cw cc ic es CS 


Mittl .......... 0,1010g. 
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Dieselben wurden dreimal mit halb Volum Wasser geschiittelt. 
Die so gereinigten und getrockneten Atherextrakte wogen jetzt: 





ee lt 
2. 0,0030 
3. 0,0080 
6. 0,0066 
ee a ee ee 
Pee eee ee ee ll 

Summa .......... 0,0205¢ 
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Dieselben wurden nun mit Petrolather gereinigt. Die Petrol- 
aitherextrakte wogen: 





eee a 
2. 0,0012 
3. 0),0052 
a 0,0032 
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Dieselben erwiesen sich jetzt als reine Fettsiuren. Alle 


iibrigen Filtratextrakte waren demnach Verunreinigungen. 

Das Gesamtitherextrakt betrigt nach der Verdauung im 
Mittel 0,4435 g (0,3425 g im Rickstande + 0,1010 g im Filtrat) 
fiir 5,0g Fleischpulver. Hierin sind 0,3034g reine Fettsduren 
(0,3010 + 0,0024 g) enthalten. Wird die letztere mit dem Faktor 
1,046 in Neutralfett umgerechnet, so betrigt dasselbe 0,4474 g. 
Wird dasselbe gleich 100 gesetzt, so entspricht 0,4435 g Ather- 
extrakt 139,7%. Demnach betragen die Verunreinigungen im 
Atherextrakte nach der Verdauungsmethode 39,7% des darin ent- 
haltenen Neutralfettes. Trotzdem fehlen noch 0,0544 g = 15,22% 
Fettsiuren im Verdauungsiatherextrakte, verglichen mit der nach 
der direkten Verseifung. 

Die bei 100° C getrockneten Verdauungsriickstiinde nach der 


Atherextraktion wogen: 
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Dauer der 





Verdauung 
Probe 1 . 0,2524 g\ . . : 
2X 24 St. 
2. 0,3287 {~~ 
2. 0,2388 | 
y 4x 24 St. 
4. 0,2894 | - 
5. 0,1912 | 
‘ 6 x 24 St. 
6. 0,2153 f° ~ 
Summa 1,5153 g 
Gesamtmittel. 0,2526 g. 


Mittel von 
2 Proben 
0,2906 g 


0,2641 ¢ 


0.2033 g 


Die Verdauungsriickstiinde nehmen allerdings um so mehr 


an Gewicht ab, je linger die Verdauung fortgesetzt wurde, ohne 


indessen einen nennenswerten Einflu8 auf die Menge der Ather- 


extrakte auszuiiben. 


Die Verdauungsriickstinde wurden nun genau wie friiher 


verseift. 


Die Atherextrakte betrugen: 


Probe 1 


or mem W bo 


6. 


0,0353 g 
0,0440 
0.0400 
0,0366 
0.0362 
0,0392 





Summa 
Mittel 


Die hieraus mit Petrolither gereinigten 


Probe 1 


~ 


wm oe t 


or 


6. 


0,2413 g 
0,0402 g. 


Fettsiiuren betrugen: 


0.0264 g 
0,0295 
0.0260 
0,0308 
0.0288 
0,0306 





Summa 
Mittel 


0,1721 g 


0,0287 g. 


Von reinen Fettsaéuren sind demnach fiir 5,0g Pulver im 
Mitte] gefunden worden: 








290 M. Kumagawa und K. Suto: 


1. 0,3010 g im Atherextrakte des}Verdauungsriickstandes, 
2. 0,0024 im Atherextrakte des Verdauungsfiltrates, 
3. 0,0287 im Filtrationsriickstande erst nach der Ver- 
seifung 
Summa 0,3321 g. 





Das macht von der Gesamtfettsiure (0,3578g nach der 
direkten Verseifung) 92,79% aus. Es fehlen somit noch 7,21% 
reiner Fettsaéuren. 

Demnach betragen die Verunreinigungen im Atherextrakte 
auch nach diesem Versuche 39,7% des im Atherextrakte ent- 
haltenen Neutralfettes. Trotzdem sind noch 15,22% wahrer Fett- 
siuren der Bestimmung entgangen. Uber die Hilfte dieses Ver- 
tustes wurde im Filtrationsriickstande erst durch Verseifung ge- 
funden. Die andere Halfte war auch bei diesem Versuche nirgends 
aufzufinden. 


c) Direkte Verdauung des Fleischpulvers mit Toluoizusatz. 

Durch die vorhergehende Untersuchung haben wir gesehen, 
daB die Pepsinsalzsiure auf freie Fettsiure nicht spaltend ein- 
wirkt. Wir hielten indessen es nicht fiir unméglich, daB bei einer 
so langdauernden Verdauung die Wirkung der Mikroorganismen 
doch mitgespielt haben kénnte, wodurch jener allerdings kleine 
Verlust an Fettsauren erklarlich ware. Daher haben wir hier eine 
Verdauung mit Toluolzusatz versucht. Nun haben M. Jakoby (16) 
sowie H. Conradi (17) gefunden, da8 der Toluolzusatz Enzym- 
wirkung bedeutend herabsetzt. Deshalb haben wir bei diesem 
Versuche die Pepsinmenge auf 2% vermehrt und die Dauer der 
Verdauung auf 5 x 24 Stunden verlingert. 

Eine Kontrollprobe von 100 cem 0,5prozentiger Salzsiure 
mit 2% Pepsin Griibler wurde im Fliissigkeitsextraktor 5 x 24 
Stunden mit Ather extrahiert. Das gereinigte Atherextrakt wog 
0,0043 g. Als dasselbe darauf mit Petrolaither gereinigt wurde, 
reduzierte es sich auf Null. 

Drei im Exsiccator aufbewahrte Proben von je 5,0 g Pulver 
wurden mit 100 ccm Pepsinsalzsiure obiger Zusammensetzung 
gut gemischt, darauf eine dicke Schicht Toluol zugesetzt, mit einem 
Uhrglas bedeckt und 5 x 24 Stunden im Wasserdigestor bei 40° C 
verdaut. Inzwischen wurde die Mischung 6fters geschiittelt und 




















Quantitative Bestimmung von Fett und unverseifbaren Substanzen usw. 291 


der Toluolzusatz noch zweimal erneuert. Vor der Filtration wurde 
dasselbe bis zum Verschwinden des Geruches verdunstet. 

Die getrockneten Filtrationsriickstande wurden 5 x 24 Stun- 
den im Soxhletschen Apparate mit Ather extrahiert. 

Die Atherextrakte betrugen: 





Probe]. ......... O,8211g 
ar eee ae 
Perverts Tes ll 

Summa .......... 0,9208g 

Bett Cth ia ss ee 


Bei der Filtration der Probe 3 hat das Filter einen kleinen RiB 
bekommen. Daher ist die Ausbeute des Atherextraktes bei dieser 
Probe etwas geringer ausgefallen. Dementsprechend war jedoch 
das Filtratextrakt vermehrt, so daB es im Gesamtresultate keinen 
Verlust verzeichnete. Wie wir gleich sehen werden, war die Aus- 
beute im Filtrate bei diesen Versuchen tiberhaupt viel gréBer, 
als bei den vorhergehenden Versuchen. Dies rihrt offenbar davon 
her, daB das Toluol, welches in geringer Menge im Wasser léslich 
ist, nicht vollkommen entwichen ist und daher bei der Filtra- 
tion etwas Fett mitgenommen hat. 

Bevor wir zur Verseifung der Atherextrakte schreiten, haben 
wir versucht, festzustellen, ob die Atherextrakte in nennenswerter 
Menge freie Fettsaiuren enthielten, da die Zersetzung freier Fett- 
siure in noch einfachere Produkte wohl notwendig eine primaire 
Spaltung des Neutralfettes voraussetzt. Zu dem Zwecke wurden 
die getrockneten Atherextrakte in Alkohol aufgelist, mit je 0,005 g 
Phenolphthalein in alkoholischer Lésung versetzt und mit "/,, alko- 
holischer Natronlauge genau titriert. Der Verbrauch betrug bei 
der Probe 1 2,1 ccm und bei der Probe 2 1,8 ccm "/,,-Lauge. Als- 
dann wurde Alkohol bis auf ca. 5 ccm verdunstet mit etwa 
100 cem absoluten Athers iibergossen und iiber Nacht stehen ge- 
lassen. Der ganz geringe Bodensatz wurde durch Asbest vom 
Ather getrennt, mit Ather griindlich ausgewaschen. Der Boden- 
satz sowie die Flocken im Asbestfilter wurden mit heiBem Wasser 
aufgenommen und im Scheidetrichter bei saurer Reaktion mit 
Ather geschiittelt. Das Atherextrakt wurde mit Petrolither ge- 


reinigt. 
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Es wog 
bei der Probe 1 


9 


m~ 


0 
0,0006 g. 


Die Menge der freien Fettsiure war demnach auBerst gering, 
woraus folgt, daB eine Spaltung des Neutralfettes durch Pepsin- 
salzsiure nicht stattgefunden hat. Selbst unter Beriicksichtigung 
des Umstandes, daB ein Teil der Olseife méglicherweise in Ather 
aufgenommen worden sei, erscheint uns die obige SchluBfolgerung 


als berechtigt. 


Die Atherextrakte wurden nun wie sonst verseift und die 
zerlegten Fettsiuren mit Petrolither gereinigt. Zur Probe 2 wurde 


die Fettsiure der Seife mitgerechnet. 
Die reinen Fettsiuren wogen: 
Probe 1 


» 


2 « 


0,2875 g 
0,2840 
0,2727 





Summa 
Mittel 


Alle Verdauungsfiltrate wurden im 


ee ne ent 


extrakte bei 50° C getrocknet. 
Dieselben betrugen: 


0,8442 g 
0,2814 g. 


Fliissigkeitsextraktor 


6 x 24 Stunden mit Ather extrahiert und die gereinigten Ather- 





Probe 1 0,1300 g 
2 0,1005 
2. 0,1379 

Summa 0,3684 g 

Mittel 0,1228 g. 


Die Atherextrakte wurden alsdann mit 
Die Petrolitherextrakte betrugen: 


Petrolather gereinigt. 





Probe 1 0,0100 g 
oi 0,0058 
4 0,0265 

Summa 0,0423 g 

Mittel 0,0141 g. 


Die Ausbeute war wegen des Toluolzusatzes viel gréBer als 
bei den vorhergehenden Versuchen. 
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Die Filterriickstainde mitsamt Papier wurden wie gewdhn- 
lich verseift und die zerlegten Fettsiuren mit Petrolither ge- 
reinigt. 

Dieselben wogen: 





 ¢ rere ae ee 
Ocean ecizre<s s & See 
a en +k + eee ee ee 
Summa ......... . 0,0870g 
Mittel .......... 0,0200g. 


Demnach sind bei diesem Versuche im Mittel aufgefunden 
worden : 





Ausbeute fiir Mit Petrolather ge- 

eee Atherextrakt ae Satviee 

je 5,0 g P. reinigte Fettsduren 
Verdauungsriickstand . 0,3203 g 0,2814 ¢ 
Verdauungsfiltrat . . . 0,1228¢ 0,0141 ¢ 
Summa ....... 0,4413g 0,2955 g 


Wird die Fettsiure mit dem Faktor 1,046 in Neutralfett um- 
gerechnet, so betrigt dasselbe 0,3090 g. Wird diese als Einheit 
gleich 100 gesetzt, so entsprechen 0,4431 g 143,1°, des berechneten 
Neutralfettes. Demnach betragen die Verunreinigungen im Ather- 
extrakte bei diesem Versuche 43,1°%, des darin enthaltenen Neu- 
tralfettes. Trotzdem sind 0,0623 g = 17,41% der Fettsiiuren der 
Betimmung entgangen. Von diesem Defizit sind 0,0290 g = 5,1%, 
im Filtrationsriickstande erst durch Verseifung gefunden worden. 
Die iibrigen 0.0333 g = 9.3% der Fettsiuren waren nirgends auf- 
zufinden. 


d) Verdauung des Fleischpulvers mit vorhergehender Atherextraktion. 

Alle bisherigen Verdauungsversuche sind ohne vorhergehende 
Atherextraktion direkt angestellt worden. Daher haben wir bei 
diesem Versuche, genau der Vorschrift von C. Dormeyer fol- 
gend, der Verdauung eine kurzdauernde Atherextraktion voran- 
geschickt. Die Resultate der Athervorbehandlung stellen gleich- 
sam diejenigen der Fettbestimmungsmethode von Soxhlet resp. 
E. Voit dar. Leider konnte dieser Versuch mit den vorhergehen- 
den Versuchen im strengen Sinne nicht verglichen werden, weil 
wir zu diesem Versuche ein anderes Fleischpulver benutzen muBten, 


ee 
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Oe EB a. 








294 M. Kumagawa und K. Suto: 


da die im Exsiccator aufbewahrten Proben von R.FI.P.I. zu den 
bald zu beschreibenden Verseifungsversuchen nach v. Lieber- 
mann-Szekely aufgebraucht worden waren, welche zeitlich 
friiher, wie dieser Versuch, angestellt worden sind. Der durch 
Fleischhackmaschine 6fters getriebene Fleischbrei eines anderen 
Rindes wurde genau auf friiher beschriebene Weise unter Alkohol- 
zusatz getrocknet und pulverisiert. Die durch ein Drahtsieb 
von 0,25 mm? Maschenweite getriebene Pulvermasse wog luft- 
trocken in toto 951 g (R.FI.P.IL.). 

Zum Zwecke des genauen Vergleiches wurden 3 Proben von 
je 3,0 g nach unserer Methode direkt verseift. 

Die mit Petrolither gereinigten Fettsiuren betrugen: 





| eee 
=. ll 
«+ so + 2 oe ee 
DED. cee eo 6 ee + oe 
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Ganz unerwarteterweise wurde demnach absolut gleiche Zahl 
fiir die Fettsauren, wie friiher, erhalten, aber hier fiir 3,0, dort fiir 
5,0g Pulver. Prozentisch enthalt demnach dieses Fleischpulver 
bedeutend mehr Fett, als R.F1.P.I. Wird die Fettsiure mit dem 
Faktor 1,046 in Neutralfett umgerechnet, so betragt dasselbe 
0,3743 g. Demnach enthilt dieses Fleischpulver 12,477% Neutral- 
fett gegeniiber 7,486% in R.FI.P.I. 

Genau 3,0 g Pulver wurden bei 100° C eine Stunde getrocknet 
und griindlich pulverisiert. Alsdann wurde das Pulver im Heib- 
extraktor 6 Stunden mit absolutem Alkohol extrahiert und hier- 
aus der Atherextrakt dargestellt. Das gereinigte Atherextrakt wog 
0,4396 g. Dasselbe wurde verseift. Die hieraus mit Petrolither 
gereinigte Fettsiure wog 0,3570g. Durch griindliche Pulveri- 
sierung hat die Alkoholmethode hier simtliche Verbindungen mit 
Fettsiureradikalen fast quantitativ in den Atherextrakt iiberge- 
fiihrt. Wird die Fettsaiure als Neutralfett berechnet, so betrigt das- 
selbe 0,3743 g. Demnach machen die Verunreinigungen hier 17,4% 
des im Atherextrakte enthaltenen Neutralfettes aus, selbst unter 
Weglassung der aus dem Phosphorgehalte zu berechnenden Leci- 
thinmenge, wihrend dieselben fiir R. Fl. P.I. bei gleicher Behand- 
lung 31,56% des Neutralfettes bilden. Hieraus folgt, dai die 











lichen Versuchen. 


Dieselben wogen: 
Probe 1 
- 


3. 


je 50 cem genau abpipettiert. 
lésung, entsprechend 3,0 g Fleischpulver, 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
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prozentische Relation der Verunreinigungen zu dem Neutralfette 
im Atherextrakte um so geringer ausfallt, je mehr der Fettgehalt 
in einem Fleischpulver zunimmt. Dieses Fleischpulver enthalt 
demnach wegen hohen Fettgehaltes relativ weniger Verunreini- 
gungen im Atherextrakte als R. Fl. P. I. 


Nach diesen Voruntersuchungen schritten wir zu den eigent- 


30,0 g lufttrocknen R.FI.P.II. wurden im Soxhletschen 
Apparate 6 Stunden mit Ather extrahiert. Die atherische Lésung 
wurde durch Asbest in einen MeBkolben von 500 ccm Rauminhalt 
filtriert, gut gewaschen und mit Ather bis zur Marke aufgefiillt. 

Durch besondere Vorrichtung wurden hieraus 9 Proben von 
3 Proben von je 50 ccm Ather- 
wurden bei 50°C bis 


0,3676 g 
0,3670 
0,3668 





Summa 
Mittel 


extrakt. 


Probe 1 


—— 


Die Atherextrakte wurden verseift. 
ither gereinigten Fettsiuren wogen: 


1,1014 g 
0,3671 g. 


30g Pulver enthalten demnach 3,671 g = 12,237°, Ather- 


Die hieraus mit Petrol- 


0,3294 g 
0,3294 
0,3308 





Summa 
Mittel 


trachtet. 





ringer Menge vorhanden. 


Biochemische Zeitschrift Band VIII. 


0,9896 g 
0,3299 g. 


Wird diese Fettsiure auf Neutralfett umgerechnet, so betriagt 
dasselbe 0,3450 g. Dieses so berechnete Neutralfett betragt 93,99°,, 
des Atherextraktes. Demnach sind Verunreinigungen nur in ge- 
Die Natur der fehlenden 6,01%, wird 
nach Stickstoff- und Phosphorbestimmung des Atherextraktes be- 
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2 Proben von je 0,3671 g Atherextrakt ergaben genau iiber- 
einstimmend 0,00105 g Stickstoff = 0,286% des Extraktes. Aus 
diesem Stickstoff berechnet sich 0,0604 g Distearyllecithin mit 
0,0425 g Stearinsiure. Hiernach wiirde die Lecithinmenge im 
Atherextrakt 16,46% betragen, wenn der Stickstoff im Ather- 
extrakte sich ganz in Form von Lecithin vorfiinde. 

Eine Probe von 0,3671 g Atherextrakt ergab nach der Molyb- 
dinsiuremethode 0,00806 g Mg,P,O, = 0,0585 g Distearyllecithin 
= 15,92% des Atherextraktes. 

Eine Probe von 0,3671 g Atherextrakt wurde mit etwa 80 cem 
Aceton, das zwischen 56—58° C iiberdestilliert war, iibergossen 
und 3 Tage stehen gelassen. Alsdann wurde es abfiltriert und 
mit Aceton ausgewaschen. Das Acetonfiltrat wurde verdunstet, 
gut getrocknet und noch einmal mit Aceton aufgenommen. Es 
léste sich jedoch vollkommen auf. Sowohl das Extrakt wie 
der Niederschlag wurde getrennt auf Phosphorgehalt unter- 
sucht. 

Der Acetonniederschlag wog 0,0417 g und enthielt nur 0,003 g 
Mg,P,0, = 0,00084 g Phosphor = 0,02176 g Lecithin, entsprechend 
52,2% des Acetonniederschlages. Von dem Gesamtiitherextrakt 
betrigt die Lecithinmenge hiernach nur 5,928°%. 

Das Acetonfiltrat wog nach dem Verdunsten 0,3152 g und 
ergab 0,0038 g Mg,P,0, =0,0011 g Phosphor = 0,0276 g Lecithin. 
Von dem Gesamtphosphor sind 55,82%, d. h. iiber die Halfte ins 
Acetonfiltrat iibergegangen. Die allgemeine Ansicht, daB das 
Lecithin in Aceton ganz unldéslich sei, ist wiederum hiermit als 
ganz irrig erwiesen worden. Einerseits léste sich iiber die Halfte 
der Phosphorverbindung des Atherextraktes in Aceton auf; 
andererseits bestand iiber die Halfte des Acetonniederschlages aus 
ganz anderen nicht phosphorhaltigen Verbindungen. Demnach 
wurde mit Sicherheit festgestellt, dafs die bisher gebrauchliche 
Methode der Lecithinbestimmung im Atherextrakte durch Aceton- 
faillung ganz unrichtig ist. Man hat aber auch keinen bindenden 
Beweis dafiir, da&8 der Phosphor im Atherextrakte sich nur in 
Form von Lecithin vorfindet. Noch weniger begriindet ist die 
Berechnung der Lecithinmenge aus dem Stickstoffgehalte des 
Atherextraktes. Wir haben somit gegenwirtig keine zuverlissige 
Methode der Lecithinbestimmung im Atherextrakte iiberhaupt. 
Wir nehmen indessen vorliufig an, daB die Phosphorverbindung 
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des Atherextraktes nur in Lecithin bestehe. Die aus dem Ge- 
samtphosphor berechnete Lecithinmenge betragt dann in 0,3671 g 
Atherextrakt 0,0585 g = rund 16%. Darin sind 0,0412 g Stearin- 
sdure enthalten. 

Wir haben nun oben gesehen, da die mit Petrolither ge- 
reinigte Fettsiure im Atherextrakte (0,3671 g) 0,3299 g betrug. 
Wird hiervon die Menge der Fettsiure im Lecithin abgezogen und 
die Differenz auf Neutralfett umgerechnet, so weiB man jetzt die 
Menge von Neutralfett und Lecithin im Atherextrakt. Sonach 
betragt die Menge des Neutralfettes (0,3229 — 0,0412) x 1,046 
= 0,3012 g und die des Lecithins 0,0585 g und beide zusammen 
0,3567 g (Fettarten). Das macht von 0,3671 g Atherextrakt 98% 
aus. Nach diesen Betrachtungen sind die einfachen Atherextrakte 
dieses Fleischpulvers mit dem Soxhletschen Apparate so rein, 
daB sie nur etwa 2%, Verunreinigungen enthalten. 

Nach der direkten Verseifung ist die Menge der reinen Fett- 
siuren fiir 3,0g dieses Fleischpulvers zu 0,3578 g festgestellt 
worden. Hiervon ist 0,3299 g Fettsiure = 92,19% durch ein- 
fache Atherextraktion ausgezogen worden. Demnach muB noch 
0,0279 g Fettsiure = 7,81% im Pulverriickstande zuriickgehalten 
sein, auf deren Feststellung die hierauf folgende Verdauung ge- 
richtet ist. 


Verdauung des mit Ather extrahierten Fleisches. 


Der Pulverriickstand nach der Soxhletschen Atherextrak- 
tion wurde vom Ather befreit und bei 100° C kurze Zeit getrocknet 
und gleichmaBig vermischt. Im lufttrocknen Zustande wog der- 
selbe in toto 25,648 g. Demnach fand durch die Atherextraktion 
eine Gewichtsabnahme von 4,3519 g statt. 

Entsprechend 3,0 g des urspriinglichen Fleischpulvers wurden 
mehrere Proben von je 2,5684 g hintereinander genau abgewogen. 
Hiervon wurden 3 Proben mit je 100 ccm Pepsinsalzsiure von 
0,5% HCl und 0,3% Pepsin Griibler 2 x 24 Stunden bei 40° C 
verdaut. Die Filtration geschah durch absolut fettfreies Papier. 
Sowohl der bei 100° C einige Stunden getrocknete Filterriickstand 
wie das Filtrat wurde 2 x 24 Stunden mit Ather extrahiert. Die 
beiden Atherextrakte wurden gereinigt und 3 x 5 Stunden bei 
50°C getrocknet. 

20° 
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Dieselben betrugen: 





Versuchs- Atherextrakt Atherextrakt 





nummer im Riackstande im Filtrate Summa 
l 0,0112 g 0,0522 g 0,0634 ¢ 
2 0,0110 0,0487 0,0597 
3 0,0113 0,0470 0,1814 
Summa |  _0,0335 g 0,1479 g 0,0605 g 
Mittel | 0,0112 0,0493 0,0605 


Demnach betrigt das Atherextrakt nach der Verdauung 
0,0605 g fiir 3,0 g Pulver = 16,54% des berechneten Gesamtfettes, 
wihrend dasselbe nach der obigen Berechnung 8,14% betragen 
sollte. 

Die Atherextrakte wurden verseift und die Fettsaiuren mit 
Petrolather gereinigt. 

Dieselben betrugen: 





Versuchs- Fettsduren im Ather- Fettsiuren im Ather- 














nummer extrakt des Rickstandes| extrakt des Filtrates Summa 
1 0,0100 g 0,0008 ¢ | 0,0108 g 
2 0,0098 0,0010 0,0108 
3 0,0098 0,0012 0,0110 
Summa 0,0296 g 0,0030 g 0,0326 g 
Mittel 0,0099 0,0010 0,0109 


Das Atherextrakt enthielt in Wahrheit nur 0,0109g Fett- 
siure = 0,0114 g Neutralfett im Mittel. Demnach bestehen von 
dem Atherextrakte der Fleischriickstandverdauung nur 18,85% 
aus Fettsubstanzen. Die iibrigen 81,15% sind also Verunreinigun- 
gen. Trotzdem sind 0,0170 g= 61% derjenigen Fettsauren der Be- 
stimmung entgangen, welche im Fleischriickstande enthalten sein 
miuBten. 

Die griindlich mit Ather extrahierten Verdauungsriickstinde 
nebst der Filterpapiere wurden dreimal je eine Stunde mit 50 ccm 
n/,9-Lauge auf dem Wasserbade zerkocht. Die mit Saure zer- 
legten und mit Ather aufgenommenen Fettsiuren wurden dann 


mit Petrolather gereinigt. 
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Dieselben wogen: 
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Summa ......... . 0,0366 g 
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Demnach sind durch die Verseifung des Filterriickstandes 
0,0122g Fettsiure = 72% der Restfettsiure wieder erhalten 
worden. 

Fr. N. Schulz (18), welcher die Atherextrakte der einzelnen 
Organe bei den ungeniigend ernahrten und stark abgemagerten 
Hunden nach der Verdauungsmethode von C. Dormeyer be- 
stimmt hat, bezeichnet das durch Athervorbehandlung gewonnene 
als das primaire und das durch nachtragliches Verdauen gewonnene 
Extrakt als das sekundire Fett. Dabei hat Fr. N. Schulz ge- 
funden, daB die Menge des sekundaren Fettes bei fettarmen Or- 
ganen trotz sorgfiltiger Pulverisation desselben vor der Ather- 
extraktion die des primiren sogar iibersteigen kann. Diesem 
Vorschlage von Fr. N. Schulz folgend, fassen wir die Resultate 
unserer Versuche hier noch einmal zusammen, indem wir fiir den 
Ausdruck ,,Fett’: ,,Atherextrakt“ einsetzen: 





Sekundares Ather- 


Primires Ather- extrakt (Extrakt von 











Versuchsnummer =| extrakt in 3,0¢ Verdauungerichstand Summa 
} Fleischpulver : 
Ls gee Uae 9: | a u. -Filtrat zusammen) ear iet oak 
1 0.3676 g 0,0634 g 0,4310 g 
2 | 0.3670 0,0597 0,4267 
3 0,3668 0,0583 | 0.4251 
Summa 1,1014 g 0,1814 g | 11,2828 ¢ 
Mittel 0.3671 0.0605 | 00,4276 
In Prozenten 
des Gesamtextraktes 85,84 °/, 14,16 %/, 100 °/, 


Demnach betriigt das sekundire Atherextrakt wegen des 
hohen Fettgehaltes 14,16°, des Gesamtextraktes. 
Stellt man diesen Vergleich im Werte der Fettsiuren an, so 


gestaltet sich derselbe folgendermaBen: 








) 
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‘Fettsduren im | Fettsauren im 
Versuchsnummer primaren Ather- | sekundaren Ather- Summa 
extrakte extrakte 
| 93294¢ | 0,0108¢ 0,3402 g 
2 0,3294 0,0108 0,3402 
3 0,3308 | 0,010 | 0.3418 
Summa 0,9896 ¢ 0,0326 g 1,0222 g 
Mittel 0,3299 0.0109 03407 
In Prozenten der 
Gesamtfettsiuren 96,8 °/, 32°, 100 %/, 


Demnach enthalt das sekundire Atherextrakt nur 3,2% der 
Gesamtfettsiuren, gegeniiber 14,16% im Werte des Atherextraktes. 
Auch nach dieser Betrachtung besteht somit das sekundare Ather- 
extrakt zu tiber 76% aus Verunreinigungen. 

Was das Gesamtresultat dieser Versuche betrifft, so betragt 
das Atherextrakt in toto 0,4276 g mit 0,3407 g Fettsiuren. Werden 
die letzteren mit dem Faktor 1,046 auf Neutralfett umgerechnet, 
so betragt dasselbe 0,3563 g, entsprechend 83,35% des Ather- 
extraktes. Demnach betragt die Verunreinigung im Atherextrakt 
16,7% des darin enthaltenen Neutralfettes. Es fehlen nun noch 
0,0170 g Fettsiuren fiir 3,0g Pulver, entsprechend 4,75% der 
Gesamtfettsauren. 


SchluBwort zu den Verdauungsversuchen. 

Vergleichende Untersuchungen der Verdauungsmethoden 
haben uns sehr iiberraschende Resultate ergeben, da die Menge 
der Atherextrakte nach der direkten Verdauung von H.FI.P. und 
R.F1.P.1. etwa 40% mehr betrigt, als die des aus den in ihnen 
enthaltenen hohen Fettsauren berechneten Neutralfettes. Dieser 
Mehrbetrag muB zum groBen Teil als Verunreinigungen betrachtet 
werden. Trotzdem fehlen etwa 15% der wahren Fettsiuren in 
jenen Atherextrakten, wenn man den nach der direkten Ver- 
seifung desselben Fleischmaterials gewonnenen Wert zugrunde legt. 

Noch auffalliger waren die Resultate der Verdauungsmethode 
nach C. Dormeyer. Das sogenannte sekundire Fett nach 
Fr. N. Schulz, d. h. das durch die Verdauung gewonnene Ather- 
extrakt des Fleischriickstandes nach der vorangegangenen ein- 
fachen Atherextraktion bestand bei R. Fl. P. II. iiber 80% aus Ver- 
unreinigungen. Trotzdem sind 60,1% der wirklichen Fettsauren, 
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welche im Fleischriickstande zuriickgehalten waren, der Ver- 
dauung entgangen. 

Als Nebenresultate haben wir bei diesen Untersuchungen 
festgestellt, daB die Pepsinsalzsaure selber weder auf Neutralfette 
noch auf Fettsiuren spaltend einwirkte, entsprechend den Be- 
funden der meisten bisherigen Untersuchungen. 

Bei den Verdauungsversuchen von H.FI.P. konnten wir die 
fehlenden Fettsiuren durch die nachtriagliche Verseifung der 
Filterriickstande in toto wieder gewinnen, wahrend die anschei- 
nend gleiche Behandlung bei R. Fl. P.1. und II. 4,75—9,3% der 
Fettsiuren vermissen lieBen. Genaue Betrachtungen der beiden 
Versuchsreihen haben uns endlich zur Erkenntnis gefiihrt, daB 
zwischen beiden in bezug auf die nachtriagliche Verseifung der 
Filterriickstande ein groBer Unterschied vorhanden war. Wahrend 
wir bei H.FI.P. die Filterpapiere mitsamt Riickstainden dreimal 
mit je 100 cem ™/,)-Natronlauge, dann noch zweimal mit alkali- 
schem Alkohol auskochten, haben wir bei R. Fl. P. 1. und II. die- 
selben nur zwei- bis dreimal mit "/,,>-Lauge behandelt. Die nach- 
tragliche Behandlung der Filterpapiere mit alkalischem Alkohol 
ist ganz ausgeblieben. Hiermit ist das Ratsel gelést, warum 
wir bei allen spiteren Verdauungsversuchen im Mittel etwa 7% 
wahrer Fettsiuren bei der Verseifung vermiBten. 

Der Gedanke der peptischen AufschlieBung des Fleischpulvers 
zur genauen Fettbestimmung desselben, welcher von E. Pfliger 
ausgegangen ist, hat zwar theoretisch berechtigten Grund. Aber 
bei der Ausarbeitung der Methode hat C. Dormeyer zweifache 
Fehlerquellen verkannt. Der am Ende der Verdauung regelmabig 
auftretende flockige Niederschlag reiBt bekanntlich fast samt- 
liches frei gewordene Fett mit. Bei der darauffolgenden Extrak- 
tion des Filterriickstandes mit Ather wird das eingeschlossene 
Fett niemals vollstandig herausgezogen, selbst bei eingeschlossenem 
Trocknen bei 100° C. Wir konnten, wie eben gesehen, das nach 
der Atherextraktion zuriickgehaltene Fett nur durch griindliche 
Verseifung der Filterriickstinde mitsamt Papier zuerst mit 
wiisseriger, dann mit alkoholischer Lauge erst quantitativ heraus- 
holen. Die Menge der so hartnickig zuriickgehaltenen Fettsauren 
betrug dabei mehr als diejenige im sekundiren Atherextrakte ins- 
gesamt. C. Dormeyer ist dieses Verhalten unbekannt geblieben. 


Andererseits erklirt C. Dormeyer das Atherextrakt des Ver- 
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dauungsfiltrates als reines Fett, indem die daraus isolierten Fett- 
siuren fast dem theoretischen Werte der Oleo-palmito-stearate 
entsprechen sollen. Allein nach unserer Untersuchung hat es 
sich herausgestellt, daB dasselbe zum grofen Teil aus Milchsiure 
und anderen noch unbekannten Atherextrakten besteht. Die wirk- 
lichen hohen Fettsauren sind darin in der Regel in einer so kleinen 
Menge enthalten, daB sie fiir gewohnliche Analyse ohne nennens- 
werten Fehler vollkommen vernachlassigt werden kénnen. Hier- 
aus ist es erklarlich, daB das sogenannte sekundare Fett nach 
unserer Untersuchung iiber 80% aus Verunreinigungen bestand. 
Allerdings ist hierzu zu bemerken, daB die Atherextraktion des 
Verdauungsfiltrates mittels unseres Flissigkeitsextraktors wegen 
langerer Extraktionsdauer viel energischer erfolgte, als die Ex- 
traktion im Scheidetrichter bei 4—5 maligem Schiitteln mit Ather. 
Infolge hiervon kénnte bei unseren Versuchen aus dem Filtrate 
mehr Atherextrakt als bei C. Dormeyer gewonnen und da- 
durch die Menge der atherléslichen Verunreinigungen vergréBert 
worden sein. 


Versuchsreihe 4. 
Petrolather nach W. Glikin. 

Zu diesem Versuche wurden ebenfalls R.FI.P.IL. benutzt. 
W. Glikin hat das Fleischmehl vor der Extraktion mehrere Tage 
im Vakuum bei 60—65° C getrocknet, bis es nur noch 1,59 Wasser 
enthielt. Vor dem Versuche wurde die Patrone mit Fleischmehl 
noch ca. 2 Stunden im Trockenschrank getrocknet. Das so ge- 
trocknete Fleischmehl hat W. Glikin 72 Stunden mit Petrol- 
ther extrahiert. Wir haben genau 30,0g R.FI.P.II. in einer 
flachen Schale ausgebreitet 5 Stunden bei 50° C getrocknet. Dann 
wurde dasselbe im Vakuumexsickator mit Chlorkalcium 89 Stunden 
getrocknet, indem wir den Exsickator taglich von neuem eva- 
kuierten. Alsdann wurde das Pulver mit drei Soxhletschen 
Apparaten gleichzeitig mit Petrolaither extrahiert. Die Extrak- 
tion dauerte 3 x 24 = 72 Stunden ununterbrochen fort. Eine 
kleinere Kontrollprobe von 4,5g Fleischpulver wurde genau 
ebenso mit der Hauptmasse zusammen nebeneinander getrocknet. 
Diese Probe zeigte eine Gewichtsabnahme von 2,08%. Alsdann 
wurde dieselbe fiir sich noch 4'/, Stunden bei 100° C getrocknet. 
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Das Pulver wurde etwas gebriiunt und zeigte abermals eine Ge- 
wichtsabnahme von 1,89%. Demnach sollte nach der gewéhn- 
lichen Ansicht die Hauptmasse vor der Extraktion ebenfalls noch 
ca. 2% Wasser enthalten. Wir halten indessen die letztere Gewichts- 
abnahme mit Braunung des Pulvers nicht fiir die einfache Wasser- 
verdunstung, sondern fiir die beginnende Zersetzung desselben 
infolge der Erhitzung. Die Hauptmasse diirfte vielmehr richtiger 
als annaihernd wasserfrei angesehen werden. 

Der gesamte Petroliither wurde durch Asbest in einen Mel 
kolben von 500 ccm Rauminhalt abfiltriert, nach dem griindlichen 
Auswaschen mit Petrolither bis zur Marke aufgefiillt und gut 
gemischt. Hiervon wurden durch besondere Vorrichtung 9 Proben 
von je 50 cem abpipettiert. 

3 Proben davon wurden verdunstet und bei 50° C bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Alle Proben stimmten vollstindig 
iiberein und wogen genau je 0,3500 g. 

Dieselben wurden fiir sich verseift und die mit Ather auf- 
genommenen Fettséuren schlieBlich mit Petrolither gereinigt. 

Dieselben wogen: 
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Wird dieselbe mit dem Faktor 1,046 in Neutralfett umge- 
rechnet, so entspricht dieselbe 0,3325 g. Wird diese als Einheit 
gleich 100 gesetzt, so betrigt das Gesamtitherextrakt fiir 3,0 g 
105,3%,. Dieses Plus von 5.3% muB demnach anderen Verbin- 
dungen angehéren. 

Zwei genau iibereinstimmende Analysen ergaben 0,00125 g 
Stickstoff fiir 0,35g Extrakt = 0.36%. Wird dieses ganz als 
Distearyllecithin berechnet, so betrigt die Menge desselben 0,072 g 
= 20,5% des Extraktes. 

Eine Probe wurde nach der Molybdiansiuremethode auf Phos- 
phorgehalt untersucht. Es ergab sich fiir 0,35 g Extrakt 0,0064 g 
Mg,P,0, = 0,00178 g Phosphor = 0,0464 g Distearyllecithin, ent- 
sprechend 13,26% des Petrolitherextraktes. 
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Eine Probe getrockneten Extraktes wurde mit ca. 100 ccm 
Aceton iibergossen und 6éfters gut gemischt. Nach einer Woche 
wurde es abfiltriert und mit Aceton gut ausgewaschen. 

Der Acetonriickstand wog 0,0263 g. Derselbe ergab 0,0036 g 
Mg,P,0, = 0,001 g Phosphor = 0,0261 g Distearyllecithin, ent- 
sprechend 7,456% des Gesamtextraktes. Die Menge des Aceton- 
niederschlages und die des aus dem Phosphorgehalte berechneten 
Lecithins stimmte diesmal fast vollkommen iiberein. 

Das Acetonextrakt wog 0,3223 g und gab 0,0028 g Mg,P,O, 
= 0,0008 g Phosphor = 0,0203 g Lecithin, entsprechend 5,8% des 
Gesamtextraktes. 

Dieser Versuch beweist wiederum zum UbherfluB, daB ein 
betrachtlicher Teil von Lecithin (43,8%) im Aceton gelést ist. 

Wird die aus dem Gesamtphosphor berechnete Lecithinmenge 
0,0464 g = 13,26% als die wirkliche angenommen, so enthalt die- 
selbe 0,0008 g Stickstoff und 0,0327 g Stearinsiure. Demnach ge- 
héren von jenem Stickstoff (0,36%) 0,131%) zu den Verun- 
reinigungen. 

Wird von 0,3179g Fettsiuren die im Lecithin enthaltene 
Fettsiure 0,0327 g abgezogen und der Rest auf Neutralfett um- 
gerechnet, so weiB man jetzt die Menge von Neutralfett und 
Lecithin. Die Summe der beiden betraigt 0,3447 g. Wir haben 
fiir 3,0 g Pulver 0,35 g Petrolitherextrakt gefunden. Wird jener 
als Einheit gleich 100 gesetzt, so betrigt diese 101,5%. Dem- 
nach enthalt das Petrolatherextrakt nur 1,5% Verunreinigungen. 
Wie W. Glikin auch betont, besteht das Petrolatherextrakt auch 
bei diesem Fleischpulver aus fast reinen Fettkérpern. 

Nun haben wir fiir 3,0g dieses Fleischpulvers nach der 
direkten Verseifung 0,3578 g reine Fettsiuren gefunden, wahrend 
im Petrolitherextrakt nur 0,3179 g Fettsiuren enthalten waren, 
Die Differenz betrigt demnach 11,14% der Gesamtfettsauren. 

Wenn auch demnach das nach der Methode von Glikin dar- 
gestellte Petrolitherextrakt sich durch seine Reinheit auszeichnet, 
so werden leider 11,14%, vom Werte der hohen Fettsauren bei dieser 
Methode vernachlissigt. Daher darf auch diese Methode im 
strengen Sinne nicht als eine quantitative Fettbestimmungs- 
methode bezeichnet werden. 


i 
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Versuchsreihe 5. 
Verseifungsmethode von L. v. Liebermann und 8S. Székely. 

Es sind die Methoden von v. Liebermann-Székely und 
die von uns dem Grundprinzip nach insofern dieselben, als bei 
beiden Methoden das Organpulver direkt mit starker Lauge zer- 
kocht wird, und die in demselben enthaltenen Fettarten hier- 
durch vollstandig gespalten und schlieBlich die durch Siurezusatz 
in Freiheit gesetzten Fettsiuren in Petrolather aufgenommen 
werden. Ein Unterschied zwischen beiden besteht jedoch darin, 
daB v. Liebermann-Szé kel y einen aliquoten Teil deszugesetzten 
Petrolathers mit alkoholischer Kalilauge titriert und aus der ge- 
trockneten Seife die Menge der hohen und niedrigen Fettsiuren 
zusammen als Triglyceride berechnet, wahrend wir fliichtige Fett- 
sduren ganz auBer acht lassen und nur hohe Fettsiuren beriick- 
sichtigen, und zwar die letzteren in reiner Form ohne jeglichen 
Verlust gewichtsanalytisch feststellen. Demnach gestaltet sich 
der Gang der Ausfiihrungen selber bei beiden Methoden ganz 
anders. 

Um die Methode von v. Liebermann-Székely einer ein- 
gehenden Kritik zu unterwerfen, ist ihre kurze Beschreibung hier 
unerlaBlich. 

v. Liebermann-Székely empfehlen zur Ausfiihrung ihrer 
Methode einen besonders hierzu konstruierten weit- und lang- 
halsigen Kolben, welcher bis zur Mitte des Halses 290 ccm faBt, 
und deren Miindung sowie Halsteil einen Durchmesser von 3,6 cm, 
haben. Man kocht in demselben 5g Substanz mit 30 cem 50 pro- 
zentiger Kalilauge eine halbe Stunde auf einem Asbestdrahtnetze. 
Nach dem Abkiihlen werden 30 ccm Alkohol zugesetzt und kurze 
Zeit wieder erwirmt. Hierauf werden 100 ccm 20 prozentiger 
Schwefelsaure in der Kalte hinzugefiigt. Alsdann wird nach volliger 
Erkaltung mit 50 ccm Petrolither versetzt und mit Kork- oder 
Kautschukpfropfen gut verschlossen, dreiSigmal in einer Dauer von 
10 Sekunden und in Intervallen von 1—2 Minuten tiichtig ge- 
schiittelt. Nun wird der Kolbeninhalt mit gesiattigter Kochsalz- 
lésung so weit aufgefiillt, daB das obere Fliissigkeitsniveau bis zur 
Marke reicht und dann noch ein paarmal geschiittelt. Von der gut 
getrennten Petrolaitherschicht werden 20 ccm abpipettiert, mit 
40 ccm Alkohol versetzt und unter Zusatz von 1 ccm | prozentiger 
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alkoholischer Phenolphthaleinlésung (0,01 g) mit "/,, alkoholischer 
Kalilauge titriert, verdunstet, getrocknet und gewogen. Aus der 
Menge der Seife (S) und der verbrauchten "/,.-Kalilauge (K) wird 
der Prozentgehalt des Fettes (F) fiir die benutzte Substanz (a) 
nach der folgenden Formel berechnet: 

p — (8 = 001 = (K -0,00255) 


a 


- 250. 


Die Richtigkeit dieser Methode setzt stillschweigend folgende 
Behauptungen voraus: 

1. Die Menge des zugesetzten Petrolithers darf nach der 
Durchschiittelung weder eine Zu- noch eine Abnahme seines Vo- 
lumes erleiden, geschweige denn eine Verdunstung desselben 
stattfinden. 

2. Die freigemachten Fettsiuren miissen vollstandig von 
Petrolaither aufgenommen werden und diirfen nicht zum mindesten 
im voluminésen Niederschlage mechanisch zuriickgehalten sein. 

3. Die fliichtigen Fettsiuren diirfen nur aus den Triglyceriden 
und nicht etwa aus den anderen Bestandteilen des Fleischpulvers 
stammen. 

Wir wollten zunachst sehen, ob wirklich keine Volumsande- 
rung des zugesetzten Petrolithers nach der Durchmischung ein- 
trete. Zu dem Zwecke lieBen wir zwei Arten von Kolben an- 
fertigen, die eine Art genau nach der Angabe von v. Liebermann 
und die zweite ebenfalls wie nach v. Liebermannscher Angabe, 
jedoch mit einem Unterschiede, daB8 die Miindung des Kolbens 
stark verengt war, so daB derselbe einen Durchmesser von nur 
1,5 cm besitzt, gegeniiber 3,6 cm fiir die erstere. Dementsprechend 
wog der passende Kautschukpfropf fiir die weitere Miindung 
62,36 g mit 8 cm? unterer Oberfliche, wihrend der Pfropf fiir die 
kleinere Miindung 11,3g wog und untere Oberflache von nur 
2 cm? besab. 

Als wir genau nach Liebermann die Substanz mit 30 ccm 
50 prozentiger Kalilauge im ersteren Kolben auf dem Asbestdraht- 
netze erhitzten, nahm am Ende der Zerkochung die Fliissigkeits- 
menge infolge der Verdunstung so stark ab, daB zuletzt ein deut- 
licher Indolgeruch auftrat. Deshalb haben wir in allen folgenden 
Versuchen beim Zerkochen mit Hilfe einer RiickfluBvorrichtung 
die Abnahme des Wassers vermieden. 
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Zu diesen Versuchen wurden ausschlieBlich die im Exsiccator 
verschlossen aufbewahrten Proben von R.F1.P.1. verwendet, welche 
fiir je 50g Substanz 0,3578g reine Fettsiuren, entsprechend 
0,3743 g Neutralfett = 7,486% des Fleischpulvers, enthielten. 

Zuerst wurden 2 Proben von je 5,0g Substanz im Kolben 
mit kleinerer Miindung bis zum Kochsalzzusatze genau nach der 
Vorschrift von v. Liebermann ausgefihrt. 3 Stunden nach der 
letzten Schiittelung wurden von der gut getrennten Petroliather- 
schicht 25 cem mit geaichter Pipette abpipettiert, verdunstet und 
bei 50° C getrocknet. Dieser Riickstand wurde noch einmal mit 
Petrolather gereinigt und bei 50° C bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. 

Die hohen Fettsauren fiir 25 ccm Petrolatherlésung betrugen: 





 f-eerrerena aes 
ek. + 
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Fur 50 ccm Petrolather berechnet sich die Fettséure dem- 
nach zu 0,3639 g. Mit 0,3578 g nach der Verseifungsmethode ver- 
glichen betraigt dieselbe 1,7% mehr. 

Der Gummipfropf zeigte nach der Durchschiittelung eine 
merkliche Volumszunahme. Die Wigung desselben vor und nach 
dem Gebrauche ergab eine Gewichtszunahme von 0,05 g. Vor der 
Wagung wurde natiirlich alle anhaftende Feuchtigkeit an der 
Oberfliche des Gummipfropfens sorgfaltig abgewischt. 

3 Proben wurden nun mit dem v. Liebermann-Székely- 
schen Kolben mit gréBerer Miindung ganz ebenso wie oben be- 
handelt. Bei der Probe 1, welche 4 Stunden nach der letzten 
Schiittelung abpipettiert wurde, betrug die reine Fettsiure fiir 
20 cem Petrolather 0,1575 g = 0,3938 g fiir 50 ccm, entsprechend 
110,1% der nach unserer Methode. Das Plus betrigt demnach 
hier 10,1%,. 

Bei der Probe 2, welche mit festgeschlossenem Pfropfen iiber 
Nacht aufbewahrt wurde, wog die Fettsaure fiir 25 cem 0,1996 g 
= 0,3992 g fiir 50 ccm Petrolatherlésung. Demnach betrug die 
Ausbeute jetzt 11,6% mehr, als die nach unserer Methode. 

Bei der Probe 3, welche am Abend eines Samstags geschiittelt 
und am Morgen des folgenden Montages abpipettiert wurde, betrug 
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die Fettsdiure fiir 15 cem 0,1235 g = 0,4117 g fiir 50 ccm Petrol- 
iither. Demnach betrug die Menge der Fettsaiure hier 15%, mehr, 
als die nach unserer Methode. 

Der Gummipfropf blihte sich wihrend der Durchschiittelung 
sehr stark auf. Die Wigung desselben vor und nach dem Ge- 
brauche zeigte eine Gewichtszunahme von 0,3 g, welche jedoch 
beim Liegen an der Luft schnell wieder abnahm. 

Bei der letzten Probe wurden gleichzeitig 20 cem abpipettiert 
und genau nach v. Liebermann mit "/,,-Kalilauge titriert. Als 
Indicator benutzten wir 10 cem 0,05 prozentiger Phenolphthalein- 
lésung (= 0,005 g). Die getrocknete Seife wog 0,1907 g und zur 
Endreaktion wurde 5,3 ccm ™/,)>-KHO verbraucht. Demnach be- 
trug diese Probe nach der oben angefiihrten Formel berechnet 
8,61%, Triglyceride, gegeniiber 7,486°%, Neutralfett nach unserer 
Methode. 

Die Resultate nach v. Liebermann-Székely variieren fiir 
ein und dieselbe Substanz je nach der GréBe des verwendeten 
Gummipfropfens und je nach der Verschiedenheit der Zeit, welche 
von der letzten Schiittelung bis zum Abpipettieren vergeht, folgen- 
dermaBen : 





- 
Versuchs- GréBe des Gummi- Hohe Fettsauren fiir 


Nummer pfropfes 5,0 g Substanz | Minimum = 100 gesetst 
1 113 ¢ 0,3638 g 100%, 
2 11,3 0,3640 100,06 
3 62,36 0,3938 108,24 
4 62,36 0,3992 109,7 
5 62,36 0.4117 } 113,2 


Die gréBte Abweichung betrigt demnach tiber 13%. Dabei 
ergibt sich die Bestimmung mit dem genau nach v. Liebermann- 
scher Angabe konstruierten Kolben mit gréBerer Miindung an- 
scheinend bedeutend mehr Ausbeute als die mit kleinerer Miin- 
dung. Dies kann nur so gedeutet werden, daB der Gummipfropfen 
gierig Petrolither aufnimmt und denselben allmahlich nach auBen 
abgibt. Dies ist durch die Zunahme des Gummipfropfes an Volum 
und Gewicht bei der Petrolitherschiittelung faktisch bewiesen. 
Deshalb findet bei der Anwendung des groBen Gummipfropfes mit 
entsprechend groBer Oberflache eine merkliche Verdunstung des 
Petrolithers statt, infolge deren der Prozentgehalt der Fettsaure 
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im zurickbleibenden Petrolither zunimmt. Bei der Berechnung 
wird nun dieser Verlust des Petrolathers nicht beriicksichtigt und 
die Menge der Fettséure aus der relativ konzentrierten Lésung 
einfach auf das urspriinglich zugesetzte Volumen umgerechnet. 
Dai jene scheinbare Vermehrung der Fettséuren ganz unzweifel- 
haft hierauf zuriickzufiihren ist, bedarf wohl keiner weiteren Er- 
orterung. 

VerschluB mit Kork anstatt Gummi haben wir nicht ver- 
sucht. 

Zu den weiteren Versuchen war es vor allem nétig, den 
v. Liebermannschen Kolben so umzuandern, daB eine Ver- 
dunstung des Petrolathers tiberhaupt unméglich ist. Zu diesem 
Zwecke lieBen wir den inneren U mfang der ebenfalls stark verengten 
Miindung einschleifen, wohinein ein ebenfalls geschliffener Glas- 
stépsel mit abgeplatteter freier Oberflache hermetisch paBt und wo 
derselbe mit einer Schraubenklemme festgehalten wird. Am Hals- 
teile lieBen wir eine Skala anbringen, welche das Volum des Petrol- 
aithers angibt. Die Richtigkeit der Skalenteilung wurde mit einer 
geeichten Biirette tiberzeugt. Ein blinder Versuch zeigte eine Vo- 
lumsabnahme des Petrolithers an der Skala um */99—"/399 und es 
trat auch nach Tagen keine weitere Volumsinderung des Petrol- 
athers ein. Somit ist die Verdunstung des Petrolithers in dem 
neuen Kolben ganz beseitigt. Bei den eigentlichen Versuchen 
mit Substanz konnte eine vollstandige Trennung der Petrolather- 
schicht von der wiisserigen nicht erzielt werden, indem ein Teil 
Petrolather in einem blasig aufgetriebenen voluminésen Nieder- 
schlage am Boden zuriickgehalten wurde, welcher von Zeit zu 
Zeit in Form von Blasen aufstieg. Selbst in den Fallen, wo das 
Aufsteigen der Blasen nach Tagen ganz aufhérte, maB das Volum 
des getrennten Petrolathers an der Skala nur 41,9 ccm, gegeniiber 
50 cem des zugesetzten. Somit blieb von dem letzteren noch etwa 
'/; im Niederschlage eingeschlossen. Demnach ist die Frage, ob 
die Volumskontraktion des Petrolathers nach der Durchschiitte- 


lung wirklich eintrete, auBerst schwierig zu entscheiden. Da der 
Petrolather doch ein wenig in Wasser léslich ist, so miibte schon 
theoretisch eine gewisse Volumencontraction desselben eintreten. 
Um dies zu priifen, haben wir folgende Extraprobe angestellt. 
Wenn wir zunichst von der Substanz ganz absehen, so kommen 
in dem Hauptversuche im Gesamtvolum von 290 ccm etwa 
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210 ccm gesattigte Kochsalzlésung, 30cem Alkohol (95%) und 
50 ccm Petrolither zusammen. Genau nach dieser Relation 
setzten wir in einem geeichten Eudiometer 35cem Kochsalz- 
lésung, 3,8cem Alkohol und 8,3ccm Petrolither. Nach dem 
Durchschiitteln betrug die Abnahme des Gesamtvolums unter 
Ausscheidung von Kochsalz 0,2 ecm und die des Petrolithers 
0,1 cem. Wird diese Volumskontraktion auf 50 ccm Petrol- 
ather umgerechnet, so betraigt dieselbe 0,6 ecm = 1,2%. Wenn 
auch dieses Resultat nicht direkt auf den Hauptversuch iiber- 
tragen werden darf, so kann man hieraus doch ersehen, dab, 
wenn uberhaupt beim Hauptversuche eine Volumanderung des 
Petrolathers eintritt, sie — wie erwartet — im Sinne der Abnahme 
erfolgt, diese jedoch keinen nennenswerten Betrag zu erreichen 
scheint. 

Was die zweite Frage anbetrifft, so haben wir schon friher 
gesehen, daB direkte Schiittelung der angesauerten Verseifungs- 
gemische mit Petrolather stets etwas geringere Menge Fettsaure er- 
gab, als wenn man die Fettsaure zuerst mit Athylather extrahierte 
und dann das Atherextrakt mit Petrolather reinigte. Nach dieser 
Erfahrung schien uns von vornherein etwas bedenklich, daB der 
Petrolither beim v. Liebermannschen Verfahren die Fett- 
siuren vollstindig aufnimmt und nichts davon im Niederschlage 
mechanisch zuriickgehalten wird. Diese sowie die dritte Frage 
werden erst nach den eigentlichen Versuchen eingehenderweise 
beriicksichtigt. 

Nachdem wir festgestellt haben, dafB bei der Benutzung des 
von uns modifizierten v. Liebermannschen Kolben seine Ver- 
dunstung des Petrolaithers vollkommen beseitigt worden ist, haben 
wir vier folgende Hauptversuche genau nach der Vorschrift von 
v. Liebermann-Székely angestellt. Als Indicator nahmen wir, 
wie friiher, fiir jede Probe 10 ccm 0,05 prozentiger Phenolphtha- 
leinlésung mit 0,005g Phenolphthalein. Gleichzeitig mit der 
Herausnahme von 20 ccm Petrolatherloésurg fiir die Seifenbestim- 
mung haben wir fiir jede Probe extra noch 15 cem genau abpipet- 
tiert, welche zur direkten Bestimmung der hohen Fettsauren 
diente. 

Die Ausbeuten der Seifen sowie der zur Neutralisation 
verbrauchten ®/,,-KHO fiir 20 ccm Petrolitherlésung sind fol- 
gende: 
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. Seifen aus 20 ccm , 
Versuchsnummer . % Verbrauchte ®!,o.-KHO zur Endreaktion 
Petrolatherlisung 





1 0,1634 ¢ 5,05 ecm 

2 0,1708 515 . 

3 0,1628 | 4,95 

4 0,1690 | 5,20, (100 mal Schiittelung) 
Summa 0.6660 ¢ 20,35 cem 
Mittel 0,1665 5.09 , 


Bei der Probe 4 wurden die Schiittelungen 100 mal wieder- 
holt, wahrend die drei tibrigen genau nach v. Liebermann 30 mal 
geschiittelt wurden. 

Berechnet man nach der friher angegebenen Formel 


0,1665 — 0,005 — (5,09 - 0,00255) | 
-{ AB ’) 250. 


0 


so resultiert sich der Fettgehalt unseres Fleischpulvers nach 
v. Liebermann - Székely: 


F = 7,425%. 


Aus der Fettsiiure 0,3578 g nach unserer Methode berechnet 
sich mit dem Faktor 1,046 der Gehalt des Neutralfettes fiir 
dasselbe Fleischpulver zu 7,486%. Wird diese gleich 100 gesetzt, 
so entspricht jenes 99,2%. 

Demnach betragt die Differenz nur 0,8%. Allein diese groBe 
Ubereinstimmung ist nur eine scheinbare, denn abgesehen da- 
von, daB v. Liebermannsches Neutralfett nicht bloB hohe, 
sondern auch niedrige Fettsdéuren als Triglyceride enthalt und da- 
her seine Menge eher hoher ausfallen miiBte, als die nach unserer 
Methode, erwies sich im Gegenteil die Menge der in der Seife 
enthaltenen hohen Fettsauren viel geringer, als die erforderliche 
Menge. 

Die obigen Seifen wurden in Wasser aufgelést und mittels 
Salzsiiure zerlegt. Die hieraus mit Ather extrahierten Fett- 
siuren wurden mit Petrolaither gereinigt, wobei das in Ather 
aufgeléste Phenolphthalein ebenfalls durch Petrolather ganz eli- 
miniert wurde. 

Die in den Seifen enthaltenen gereinigten hohen Fettsauren 
betrugen : 
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Vessachemenmer Fettsduren Fettsauren in 
fir 20ccm Petrolather 50cem Petrolather umgerechnet 
1 0,1295 ¢ 0,3237 2 
2 0,1324 0.3309 
3 0,1287 0.3217 
4 0,1337 0.3342 (100 mal Schiittelung) 
Summa 0,5243 ¢ 1,3105 ¢ 
Mittel 0,1311 0.3276 


Demnach enthalt die Seife nach v. Liebermann-Székely 
im Mittel fiir 5,0 Substanz in toto 0,3276g hohe Fettsiuren. 
Die fiir jede Probe extra abpipettierten 15 ccm Petrolither wurden 
verdunstet, getrocknet und noch einmal mit Petrolither gereinigt. 
Dieselben betrugen : 














Vessnshememes Hohe Fettsaure in Berechnete Fettsduren in 
15 cem Petrolather SOccm Petrolither 
‘ 0 de ee a 
] } 0,0978 g 0,3261 ¢ 
2 0,0985 0.3283 
3 0,0976 0,3254 
4 0,1002 0.3340 (100 mal Schiittelung) 
Summa 0,3941 g 1,3138 ¢ 
Mittel 0.0985 0.3285 


Wird diese gleich 100 gesetzt, so entsprechen jene aus den 
Seifen zerlegten Fettsiuren 99,72%. Das Mittel von beiden be- 
tragt demnach 0,3281 g hohe Fettsiuren fiir 5,0 g Fleischpulver. 
Wir haben nach unserer Methode fiir dasselbe Fleischpulver 
0,3578 g gefunden. Demnach fehlen noch 0,0297 g = 8,3% der 
Gesamtfettsiuren nach unserer direkten Verseifung. Wie wir 
eingangs erwahnten, haben wir bei der Probe 4 100mal ge- 
schiittelt, dementsprechend ist die Ausbeute der Fettsauren bei 
dieser Probe etwas héher ausgefallen. Das Mittel der Fettsiure 
aus der Seife und der Extraprobe betrigt 0,3341 g, wihrend das 
entsprechende Mittel der iibrigen drei Proben 0,3260 g betriigt. 
Demnach hat der Petrolither durch 100 malige Schiittelung 2.5% 
mehr hohe Fettsiuren ergeben, als bei 30maliger Schittelung 
nach v. Liebermann-Székely. Trotzdem fehlen auch bei dieser 
Probe noch 0,0239 g = 6,7% Fettsiuren. Hierdurch ist es auf 
doppeltem Wege mit Sicherheit erwiesen, daB der Petrolather nach 
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v. Liebermann-Székelyscher Methode selbst bei 100 maliger 
Schiittelung nicht imstande ist, alle hohe Fettsiuren aus dem 
voluminésen Niederschlage herauszuziehen. Stellt man nun rich- 
tiger das Mittel von 3 Proben mit 30maliger Schittelung mit 
unserem Resultate in Vergleich, so vermehrt sich das Defizit jetzt 
auf 9,1°% im Werte der hohen Fettsiuren. Das Mittel der Seifen 
fiir die drei genannten Proben betrigt 0,1657 g und verbraucht 
zur Endreaktion 5,05 ccm "™/,9-Kalilauge. Hieraus berechnet sich 
der Fettgehalt nach jener Formel 7,39%. Der Verlust betrigt 
im Werte des Neutralfettes 0,99% gegeniiber 9,1% im Werte 
der hohen Fettsiuren. Ungefahr die Differenz der beiden Werte 
miiBte demnach hier durch fliichtige Fettsauren ersetzt worden sein. 

Nun laBt sich die Menge der niederen Fettsiuren aus den 
Seifen auf folgende Weise berechnen. Wir haben als Mittel von 
jenen drei Proben 0,1657 g Kaliseife fiir 20 cem Petrolatherlésung 
gefunden. Diese Kaliseife enthalt nun 0,005 g Phenolphthalein. 
Wird dies abgezogen und die Differenz in 50 ccm umgerechnet, 
so betriigt die Menge der wirklichen Kaliseife 0,4018g. Zur 
Neutralisation von 20 ccm Petrolatherlésung sind im Mittel 
5,05 ccm ™/,9-Kalilauge verbraucht worden. Nach A. Classen 
ist zur Neutralisation von 0,005 g Phenolphthalein genau 0,05 ccm 
n/,9-Kalilauge erforderlich. Wir haben auch diese Angabe von 
Classen titrimetrisch bestatigt. Wird dieser Wert von jener 
abgezogen und fiir 50ccm umgerechnet, so stellen 12,50 ccm 
"/,9-Kalilauge die wirkliche Menge der zur Neutralisation von 
50 ccm Petrolatherfettsiiurelésung erforderlichen Kalilauge dar. 
Um die Kaliseife in die entsprechende freie Fettsiure umzu- 
rechnen, muB fiir je 1 cem verbrauchter "/,.-Kalilauge 0,003814 g 
(KHO — H,O) von der Seife abgezogen werden. Hiernach stellt 
0,3541 g (0,4018 — 0,0477) die Summe der hohen und niederen 
Fettsiuren in der Kaliseife fiir 50 ccm Petrolither dar. Da die 
Menge der hohen Fettsiuren in derselben zu 0,3254 g festgestellt 
wurde, so enthalt v. Liebermann - Székelysche Seife 0,0287 g 
fliichtige Fettsiuren. Das macht 8,119 der Gesamtfettsiiure in 
der Kaliseife. Rechnet man jenen Verlust von 0,99% in Fett- 
siure um, so betrigt derselbe 0,95°,. Wird dies von 9,1%, ab- 
gezogen, so resultiert sich 8,15° gegeniiber 8,119. Die Differenz 
der gefundenen und berechneten Werte der flichtigen Fettsiuren 


betriigt demnach nur 0,05%, also eine genaue Ubereinstimmung, 
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so daB man bei einer so komplizierten Betrachtung mehr nicht 
verlangen kann. Demnach bestehen von den Gesamtfettsiuren 
des nach v. Liebermann - Székelyscher Methode berechneten 
Neutralfettes 91,89% in hohen und 8,11% in niedrigen Fett- 
sauren. 

Eine so groBe Menge niedriger Fettsiuren enthilt selbst das 
Butterfett nicht. Berechnet man aus Reichert - MeiBlscher 
Zahl 28,8 fiir Butterfett, welche eine Mittelzahl von vielen Be- 
stimmungen in Benedikt - Ulzer (19) darstellen, die Menge der 
fliichtigen Fettsiuren in Wert von Buttersiure, so betrigt die- 
selbe 5,08%, des Butterfettes. Der Rindstalg gibt nach der Analyse 
von Leopold Mayer (20) nur 0,5 Reichert - MeiBlsche Zahl 
(zitiert ebenfalls in Benedikt-Ulzer). Berechnet man diese 
Zahl auf Buttersiure, so stellt dieselbe nur 0,088% des Rindstalges 
dar, also eine Menge, welche fiir die gewéhnliche Analyse voll- 
kommen vernachlassigt werden kann. Demnach ist es ganz un- 
moéglich, daB das Neutralfett unseres Rindfleischpulvers 8,11% 
fliichtiger Fettsduren als Triglyceride enthalt. Hieraus geht ganz 
unzweifelhaft hervor, daB die fliichtige Fettsiure, welche in der 
Kaliseife nach v. Liebermann-Székely enthalten ist, zum 
gréBten Teil nicht aus den Triglyceriden, sondern aus den anderen 
Bestandteilen des Fleischpulvers infolge starker Alkalizerkochung 
entstanden ist. 


SchluBwort zu der Verseifungsmethode von 
v. Liebermann-Székely. 

Die Verseifungsmethode von v. Liebermann - Székely ist 
zwar auf sehr sinnreichem Prinzip aufgebaut. Aber man begeht 
bei der Ausfiihrung dieser Methode leider vielfache Fehler. Benutzt 
man nach v. Liebermann-Székely einen groBen Kautschuk- 
pfropfen zum VerschluB, so betraigt der Fehler infolge der Ver- 
dunstung des Petrolithers allein schon tiber 10%. Beseitigt man 
diesen Fehler durch Benutzung eines hermetisch schlieBenden 
Glasstépselkolbens ganz, so entgeht dennoch gegen 9%, hoher Fett- 
siuren der Bestimmung, weil der Petrolather selbst bei 100 maliger 
Schiittelung nicht alle hohen Fettsiuren aufzunehmen vermag. 
AuBerdem enthalt die nach Liebermann-Székely dargestellte 
Kaliseife etwa 8% fliichtiger Fettsiure, welche unzweifelhaft zum 
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groBten Teil als Verunreinigung anzusehen ist. Zudem ist die 
Ausfiihrung der Operation bei v. Liebermann-Székely viel um- 
standlicher als bei unserer Verseifungsmethode. 


Kapitel VI. 
Bestimmung des Cholesterins nebst den anderen unverseifbaren 
Substanzen. 


Ehe wir zur Betrachtung der elementaren Zusammensetzung 
der nach unserer Methode dargestellten Fettsiiuren schreiten, 
halten wir es fiir zweckmaBig, hier die unverseifbaren Substanzen zu 
beriicksichtigen. Wir haben bei den bisherigen Untersuchungen 
unverseifbare Substanzen ganz auBer acht gelassen. Die Er- 
fahrung lehrt uns, daB jedes natiirlich vorkommende Neutralfett 
mehr oder weniger unverseifbare Substanzen enthalt und die- 
selben nach der Verseifung des Fettes stets in die entsprechenden 
Fettsiiuren iibergehen. Fiir eine exakte Bestimmung der letzteren 
ist es deshalb ein notwendiges Bedingnis, daB die Menge der un- 
verseifbaren Substanzen, vor allem die des Cholesterins, ebenfalls 
beriicksichtigt wird. Leider fehlt zurzeit noch eine einwandsfreie 
Methode der Cholesterinbestimmung in der Fettanalyse. Selbst 
die bekannte Natriumalkoholatmethode von K. Obermiiller (21) 
laBt das zu dem Olivenél extra zugesetzte Cholesterin von dem- 
selben nicht wieder quantitativ isolieren. K. Obermiiller ver- 
mochte die Menge des zugesetzten Cholesterins nur durch die 
Bromaddition festzustellen, weil das Cholesterin nach Wislicenus 
und Moldenhauer (22) 2 Atome Brom addiert. Nun nimmt 
bekannterweise Olsiure ebenfalls 2 Atome Brom auf. Daher 
wiirde man nach K. Obermiiller durch sein Bromierungsver- 
fahren auch die beigemengte Olsaure resp. Olseife mitbestimmen. 
Bei dieser Sachlage schien es uns sehr wiinschenswert, eine Me- 
thode kennen zu lernen, welche uns gestattet, auf einfachem Wege 
unverseifbare Substanzen von den hohen Fettsaéuren genau quan- 
titativ zu trennen. 

Zu dem Zwecke haben wir zuerst versucht, durch Aus- 
schiitteln petrolitherischer Fettsiuren-Cholesterinlésung mittels 


alkalischen Wassers das Cholesterin von der Seife zu trennen. 
Es entstand dabei stets eine dicke Emulsion, welche sich auf 
keine Weise aufléste. Der Zusatz passender Menge gesittigter 








316 M. Kumagawa und K. Suto: 


Kochsalzlésung begiinstigte zwar die Auflésung der Emulsion, 
aber nicht immer glatt. Die vollstandige Auflésung und ganz glatte 
Trennung der petrolitherischen und wasserigen Schichten erfolgt 
nur unter Zusatz von Alkohol. Deshalb haben wir die petrol- 
atherische Fettsaiurelésung mit verschiedener Menge von Alkohol 
und Wasser versetzt, um das beste Verhaltnis herauszufinden. Es 
zeigte sich zunichst, daB der reine Petrolither sich mit dem 
starken Alkohol bis 95°, zu jedem Verhaltnis mischte, von 90% 
abwarts jedoch nach der Schiittelung glatt in zwei Schichten 
trennten und zwar derart, daB diejenige Menge des Petrolathers, 
welche sich in Alkohol auflést, mit abnehmender Konzentration 
des Alkohols ebenfalls abnimmt. In einer Mischung von 10,35 cem 
70 volumprozentigen Alkohols und 10,95 ccm Petroliather in einem 
Eudiometer maf die gut getrennte untere Alkoholschicht nach 
der Schiittelung 10,5 ccm und die obere Petrolatherschicht 10,8 ccm. 
Es findet also eine Auflésung von nur 0,15 cem = 1,4% Petrol- 
ather in Alkohol (70%) statt. 

Nach zahlreichen Versuchen haben wir folgendes Verfahren 
als das beste gefunden. Eine petrolitherische Auflésung von 
cholesterinhaltigen Fettsiuren wird mit einer bestimmten Menge 
1 prozentiger KHO in absolutem Alkohol versetzt und gut ge- 
mischt. Es entsteht hierbei eine vollkommen klare Auflésung. 
Wird hierzu eine kleine Menge Wasser gesetzt, so daB die Kon- 
zentration des Alkohols von 70 auf 50% sinkt, und dann ein paarmal! 
geschiittelt, so erfolgt jetzt eine glatte Trennung der beiden Schich- 
ten. Der Petrolather enthalt unverseifbare Substanzen, der Alko- 
hol dagegen Seife. Hierdurch ist unser Zweck zum grofBen Teil 
erreicht. Der Zusatz alkoholischer Kalilauge wird so gewahlt, daB 
ihr Uberschu8 etwa 10% mehr betragt, als die zur Neutralisation 
der Fettsiuren erforderliche Menge. Natronlauge eignet sich hier 
nicht, weil ihre Seife wegen der Schwerléslichkeit sich leichter 
ausscheidet als die Kaliseife. 

Zur Vervollstandigung dieser Methode haben wir indessen 
noch mancherlei Schwierigkeiten zu iberwinden gehabt, welche 
hier kurz besprochen werden mégen. Als Beispiel fiihren wir hier 
einen der zahlreichen diesbeziiglichen Versuche an. 

Eine Probe von 0,3530 g Fettsiuren aus R.FI.P.1. wurde in 
etwa 20 ccm Petrolither aufgelést und in einem kleinen Scheide- 
trichter mit 7 cem absolut-alkoholischer Kalilauge von 1% ge- 
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mischt. Zu der klaren Lésung wurden 3 ccm Wasser zugesetzt 
und gut geschiittelt, damit die Konzentration des Alkohols auf 
etwa 70%, sinkt. Hierdurch erfolgte eine glatte Trennung der 
farblosen Petrolaitherschicht und schwach gelb gefarbten Alkohol- 
schicht. Der Petrolather wurde verdunstet, noch einmal mit Petrol- 
iither gereinigt und gewogen. Die alkoholische Seifenlésung wurde 
mit etwa 25 ccm reinen Petrolathers geschiittelt. Derselbe wurde 
von der Seifenlésung getrennt, verdunstet und nochmals gereinigt. 
Die Schiittelung mit Petrolither wurde bei ein und derselben 
Seifenlésung noch dreimal wiederholt. 
Die Ausbeuten der Petrolatherextrakte sind: 


Schiittelung 1. ...... 0,0142¢ 
2. 0,0014 
3. 0,0012 
é. 0,0008 
5 . 0,0012 


Priift man die Reaktionen der so gewonnenen Extrakte mit 
einem mittels alkoholischer Rosolséiure befeuchteten Glasstab, 
so trat bei simtlichen Extrakten ein sofortiger Farbenumschlag 
von Rot in Gelb ein. Das Extrakt 1 zeigte deutliche Cholesterin- 
reaktion nach Salkowski, wurde jedoch nur teilweise krystalli- 
nisch. Es enthielt noch gewisse fettartige Beimengung. Das 
Extrakt 2 zeigte nur ganz schwache Cholesterinreaktion. Da die 
simtlichen Extrakte deutlich sauer reagierten, so muBte die 
Gegenwart freier Fettsiure angenommen werden, trotzdem die 
alkoholische Seifenlésung eine stark alkalische Reaktion hatte. 
Besondere Versuche zeigten uns, dab die mit der Seifenlésung 
geschiittelten Petrolatherextrakte in der Tat etwas freie Fett- 
siiure enthielten, wenn auch die Seifenlésung mit einem bedeutenden 
Uberschu8 von Alkali versetzt wurde. Dieses Ergebnis laBt sich 
nur darauf zuriickfiihren, dab in der alkoholischen Seifenlosung 
infolge des Wasserzusatzes eine Dissoziation der Seife in Fett- 
siure- und K-Ion erfolgte und die hierdurch frei gewordene Fett- 
siure sukzessiv in Petrolaither aufgenommen wird. Um zu sehen, 
bei welcher Konzentration des Alkohols eine sichtbare Dissozia- 
tion der Seife gegen Phenolphthalein zutage tritt, wurde folgen- 
der Versuch angestellt. Einerseits wurde eine alkoholische genau 


neutrale Seifenlésung mit Phenolphthalein bereitet. Von einer 
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2 prozentigen Seifenlésung in 80%, Alkohol und von einer 1 pro- 
zentigen Phenolphthaleinlésung in 60% Alkohol wurden je 10 ccm 
gemischt. Da die Mischung noch etwas sauer reagierte, wurde 
dieselbe mittels "/; alkoholischer Kalilauge genau neutralisiert. 
Dieses Reagens gibt das Auftreten der HO-lon infolge der Disso- 
ziation sofort durch Rotfirbung kund. Andererseits wurde Alkohol 
verschiedener Konzentration von 10—40 Volumprozent hergestellt. 
Zu je 40 ccm dieses verdiinnten Alkohols wurden je 2 ccm jener 
Seifenphenolphthaleinlésung zugesetzt und gut gemischt. 
Die Resultate sind folgende: 





Versuchsnummer Gehalt des Alkohols Farbenumschlag 
l 40 °/y negativ 
2 35 
3 30 ” 
+ 25 Andeutung von Rotfarbung 
5 20 schwache aber deutliche Rotfairbung 
6 15 starke Rotfarbung 
7 10 sehr starke Rotfarbung 


Sichtbare Dissoziation der Seifenlésung gegen Phenolphtha- 
lein tritt demnach erst bei einer Konzentration des Alkohols von 
25% abwirts auf. Dieser Versuch zeigt uns, dai bei unserem 
Verfahren, bei welchem die Konzentration des Alkohols nur bis 
auf 50%, sinkt, die Dissoziation der Seife nur gering sein kann. 
Da indessen freigewordene Fettsiiure sofort von Petrolather auf- 
genommen wird, und zur Wiederherstellung der dadurch gestérten 
Gleichgewichtslage sich immer neue Dissoziation wiederholen muB, 
so wiirde die Menge der freien Fettsiure, welche von Petroliather 
aufgenommen wird, sich schlieBlich zu einem nicht ganz zu ver- 
nachlassigenden Betrage summieren. Hierauf beruht offenbar der 
Ubergang der freien Fettsiiure aus der alkalischen Seifenlésung 
in Petrolither. AuBerdem nimmt Petrolither gleichzeitig etwas 
Seife auf. Demnach stellen die beinahe gleichbleibenden Aus- 
beuten der Schiittelungen 3, 4 und 5 bei dem oben angefiihrten 
Beispiele die Summe von Seife und freier Fettsiiure dar, welche 
Petrolither bei jeder Schiittelung von neuem aufnimmt. Wenn 


auch demnach Petrolather aus der Seifenlésung etwas Seife und 
freie Fettsiiure aufnimmt, so konnten wir diesem Ubelstande da- 
durch begegnen, daB wir die durch Uberneutralisation gebildete 
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Natronseife bei 100° C griindlich trockneten und dann von neuem 
mit Petrolather aufnahmen, wobei die Dissoziation der Seife nun- 
mehr unmdéglich wurde. Die Richtigkeit dieses Verhaltens wird 
durch folgende Extraprobe erhirtet. Es wurde eine alkoholische 
2 prozentige Seifenlésung aus reiner Fettsiure hergestellt. 15 ecm 
davon wurden unter Zusatz alkoholischer Phenolphthaleinlésung 
mit "/,) alkoholischer NaHO neutralisiert und die Lauge noch 
ca. um 10% im UberschuB zugesetzt, verdunstet und bei 100° C 
eine Stunde getrocknet. Nach dem Erkalten im Vakuum wurde 
die Seife mit Petrolather griindlich extrahiert, durch Asbest ab- 
filtriert, verdunstet und getrocknet. Die Ausbeute war stets Null. 
Wir sind nunmehr imstande, mittels dieser Nachbehandlung das 
Cholesterin von der geringen Beimengung mit Seife und freier 
Fettsdure ganz vollstandig zu trennen. 

Als wir dann diese Reinigungsmethode auf die Fettsiure aus 
R.F1.P.I. anwandten, sind wir wiederum zu einem neuen Ge- 
sichtspunkt gelangt. 

0,7138 g Fettsiuren aus R.FI.P.I. wurde in 100 cem 95 pro- 
zentigen Alkohols aufgelést, mit 2cem Natronlauge von 1,5 D 
versetzt und unter RiickfluBvorrichtung 6 Stunden auf dem Sand- 
bade in schwachem Sieden erhalten, um die vollstandige Ver- 
seifung auBer allen Zweifel zu iiberzeugen. Alsdann wurde Alkohol 
abgedampft, in Wasser aufgelést, mit 20 cem 10 prozentiger Salz- 
siure angesiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Aus dem Ather- 
extrakte wurde Petrolitherextrakt dargestellt. Dasselbe wog 
0,6972 g. Dieses Extrakt wurde in 50 ccm Petroliither aufgelést 
und mit 15 cem absolutalkoholischer Kalilauge von 1% versetzt 
und gut gemischt. Zu der klaren Auflésung wurden 6 ccm Wasser 
zugesetzt, damit der Alkoholgehalt auf etwa 70% sinkt. Nach 
kurzer Schiittelung trat eine glatte Trennung beider Schichten 
ein. Der farblose Petrolither wurde abgetrennt. Die alkoholische 
schwach gelbgefarbte Seifenlésung wurde noch einmal mit neuem 
Petrolather geschiittelt. Der vereinigte Petrolither wurde ver- 
dunstet und nochmals mit Petrolither gereinigt. Der Riickstand 
wog jetzt 0,0352 g, entsprechend einem Gemenge unverseifbarer 
Substanz mit etwas Seife und freier Fettsiure. Dasselbe wurde 
in Alkohol aufgelést und unter Zusatz von Phenolphthalein mit 
n/,, alkoholischer Natronlauge titriert. Die Aciditét betrug 
0,15 cem ®/,)-Lauge. Hierzu wurden noch 2 ccm "/,,.-Lauge zu- 
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gesetzt, verdunstet und bei 100° C getrocknet. Der Riickstand 
wurde mit Petrolither extrahiert und durch Asbest abfiltriert. 
Das Filtrat wurde verdunstet und bei 100°C getrocknet. Der 
Riickstand, welcher jetzt reines Cholesterin sein sollte, wog 
0,0246 g = 3,5% der Fettsiuren. Derselbe reagierte gegen Rosol- 
siure neutral, gab charakteristische Cholesterinreaktion, wurde 
jedoch wider Erwarten nur teilweise krystallinisch und besteht zum 
Teil aus einer fettartigen harzigen Masse. Dieselbe ist in Alkohol, 
Ather und Petrolither leicht léslich. Demnach besteht kein Zweifel 
mehr, daB in der Fettséiure aus R. Fl. P.1. auBer Cholesterin noch 
andere unverseifbare Substanz in geringer Menge enthalten ist. 
Aus der Fettsiure 0,3572 g haben wir durch gleiche Behandlung 
0,0114 g = 3,2% und aus 0,7155g Fettsiure 0,0218 g = 3,1% 
unverseifbare Substanz und Cholesterin erhalten. 

Zur quantitativen Bestimmung der unverseifbaren Sub- 
stanzen (inklusive Cholesterin) muB noch der Umstand beriick- 
sichtigt werden, wie oft man bei unserem Verfahren die alkoholische 
Seifenlésung mit Petrolather schiitteln mubB, um die unverseif- 
baren Substanzen aus der Seifenlésung vollkommen herauszu- 
ziehen. Um diesen Punkt festzustellen, schien uns zweckmaBiger, 
mit reinem Cholesterin und reiner Fettsiure auszuprobieren. Bei 
der Rektifikation reiner Fettsiuren Merck haben wir darin jene 
unverseifbare Substanz in geringer Menge wiederum getroffen. 

Je 1,0g Stearinsiure Merck wurde in etwa 100 ccm Petrol- 
ither aufgelést und mit 50 ccm absolutalkoholischer Kalilauge 
von 1% geschiittelt und dann mit 15 ccm Wasser versetzt, wo- 
durch eine glatte Trennung in beiden Schichten erfolgte. Die 
Seifenlésung wurde noch einmal mit Petrolather geschiittelt. Der 
vereinigte Petrolather enthielt 0,026 g Extrakt. Dasselbe wurde 
der oben erwahnten Nachbehandlung unterworfen. 

Zwei Versuche ergaben genau iibereinstimmend 0,0040 g 
= 0,4% unverseifbare Substanz. Dieselbe reagierte neutral, bildet 
mit Sodalésung keine Seifengallerte, sondern eine Emulsion und 
zum Teil sichtbare Fettaugen, leicht léslich in Ather und zeigt 
nur auBerst schwache Cholesterinreaktion nach Salkowski. 

10,0 g Olsiure Merck wurden in etwa 100 cem Petrolither 
aufgelést und mit 200 ccm absoluten Alkohols versetzt, welcher 
1,56 g NaHO gelést enthalt, und geschiittelt. Dabei schied sich 
ein faseriger Niederschlag von Natronseife. Durch Zusatz von 
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70 cem Wasser erfolgte eine glatte Trennung der petroliitherischen 
und alkoholischen Schicht. Nach dem Verdunsten hinterlieB 
Petrolather 0,1312 g Extrakt. Durch Nachbehandlung reduzierte 
sich dasselbe auf 0,0390 g = 0.39% der angewandten Fettsiure. 
Die iibrigen 0,0922 g erwiesen sich als Olsiure. 

10,0 g Palmitinséure Merck wurden in 100 cem Alkohol absol. 
aufgelést und mit 10 cem Natronlauge 1,5 D auf dem Wasserbade 
2 Stunden zerkocht, Alkohol verdunstet, in Wasser aufgelést, mit 
Salzsiiure angesiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Ather wurde 
verdunstet, mit Petrolither aufgenommen, durch Doppelfilter ab- 
filtriert und verdunstet. Die so gereinigte Palmitinsiiure wurde 
in 200 cem Petrolather aufgelést und mit 200 ccm absoluten 
Alkohols, welcher 3,0 cem Natronlauge 1,5 D (= 2,16 g) gelost 
enthalt, versetzt und geschiittelt. Die klare Lésung wurde durch 
Wasserzusatz (70 ccm) in zwei Schichten getrennt. Der Petrolather 
wurde mit 70% Alkohol ausgewaschen und verdunstet. Das 
Extrakt betrug 0,0212 g = 0,2% der angewandten Palmitinsiure. 
Mit 0,0012 g angestellte Cholesterinreaktion fiel ganz schwach, 
aber sicher positiv aus. 

Die ibrigen 0,02 g wurden mit etwa 5 ccm Essigsiureanhydrid 
versetzt und etwa 15 Minuten auf dem Sandbade in schwachem 
Sieden erhalten. Die klare Lésung erstarrte nach dem Erkalten 
zu einer aus verfilzten Nadeln bestehenden breiigen Masse. Die- 
selbe wurde mit etwa 100 ccm Wasser lingere Zeit gekocht, nach 
dem Erkalten durch Asbest abfiltriert und die Krystalle mit kaltem 
Wasser zur neutralen Reaktion ausgewaschen. Asbest mitsamt 
Riickstand wurde getrocknet, mit Alkohol und Ather extrahiert. 
Nach dem Eindampfen des Filtrates haben wir wiederum 0,0188 g 
Substanz erhalten. Dieselbe war jedoch nur teilweise krystallinisch. 
Demnach wurde erwiesen, daB die unverseifbare Substanz, welche 
in Palmitinsaiure Merck in einer Menge von 0,2%, enthalten ist, 
iiberwiegend in Fettalkohol und nur zum kleinen Teil in Chole- 
sterin besteht. Die von der unverseifbaren Substanz getrennte 
Palmitinsiure wurde noch einmal genau ebenso wie oben be- 
handelt. Jetzt ergab sich nur noch 0,0003 g fraglicher Substanz. 

Aus den gereinigten Seifenlésungen wurden die entsprechen- 
den Fettsaiuren in reiner Form isoliert. 

Andererseits wurden 5,0 g Cholesterin Merck in 95°, Alkohol 


aufgelést, mit reiner Blutkohle einige Minuten zerkocht und ab- 
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filtriert. Die in der Kalte ausgeschiedenen Kristalle wurden aus- 
gepreBt und bei 100°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Verteilung des Cholesterins in Petrolather und Alkohol. 


0,200 g Cholesterin wurde in einem keinen Scheidetrichter 
mit etwa 50 ccm Petrolather aufgelést, mit 20 cem 70 volumpro- 
zentigen Alkohols tiichtig geschiittelt und stehen gelassen. Die 
getrennte alkoholische Lésung wurde durch Asbest abfiltriert und 
mit 70prozentigem Alkohol gut ausgewaschen. Alkohol wurde 
abgedunstet und bei 100° C getrocknet. 

Cholesterin in Alkohol aufgenommen: 
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Demnach wurde 1,35% des Cholesterins vom 70 volumpro- 
zentigen Alkohol aufgenommen. 
0,20 g Cholesterin wurde in Petrolither aufgelést und mit 
20 cem 50 prozentigen Alkohols geschiittelt. 
Die Menge des Cholesterins, welche in Alkohol itibergegangen 
ist, betragt: 
Pe sk 6 et 8 se ee 
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Demnach nimmt 50prozentiger Alkohol nur 0,1% Chole- 
sterin auf. 

0,020 g Cholesterin wurde in petrolitherischer Loésung mit 
20 cem 70 volumprozentigen Alkohols geschiittelt. 

In Alkohol aufgenommen ist 0,0004 g Cholesterin. 

Ist das zugesetzte Cholesterin sehr gering, so geht jetzt 2% 
davon in 70prozentigen Alkohol iiber. 

Als jedoch 0,020 g Cholesterin in petrolatherischer Lésung 
mit 20 ccm 50 volumprozentigen Alkohols geschiittelt wurde, 
so nahm Alkohol jetzt kein Cholesterin mehr. 


Die Léslichkeit des Cholesterins in Seifenlésung. 
0,020 g Cholesterin wurde in 50 ccm Petrolather aufgelést und 
mit 20 ccm einer 70 prozentigen alkoholischen Seifenlésung, welche 
0,5 g gereinigtes Slsaures Natron und 0,01 g NaHO enthilt, ver- 
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setzt, tiichtig geschiittelt und stehen gelassen. Petrolither wurde 
getrennt. Die alkoholische Seifenlésung wurde noch einmal mit 
neuem Petrolather geschiittelt. Der vereinigte Petrolather wurde 
durch Asbest abfiltriert, verdunstet und bei 100° C getrocknet. 
Der Riickstand wog 0,0124g. Das durch Nachbehandlung ge- 
reinigte Cholesterin betrug 0,0116g.  Alkalische Seifenlésung 
wurde alsdann verdunstet und mit absolutem Alkohol und Petrol- 
aither nochmals aufgelést. Der durch Wasserzusatz bis 70 Vol.-°, 
getrennte Petrolather wurde verdunstet und der Riickstand durch 
Nachbehandlung von Verunreinigung befreit. Hierdurch wurde 
0,0022 g reines Cholesterin von neuem erhalten. Die Seifenlésung 
wurde verdunstet, in Alkohol aufgelést und mit alkoholischer 
Chlorcalciumlésung gefallt. Die Kalkseife wurde mit Alkohol gut 
gewaschen. Der vereinigte Alkohol wurde unter Phenolphtha- 
leinzusatz iiberneutralisiert, verdunstet und bei 100° C getrocknet. 
Die alkalische Seife wurde mit Petrolither extrahiert und noch- 
mals gereinigt. Hierdurch wurde nur 0,0002 g Cholesterin er- 
halten. Die Summe von dreien betrug demnach 0,014 g Choleste- 
rin. Von dem zugesetzten Cholesterin (0,02 g) ist demnach 0,006 g 
nicht wieder aufgefunden worden. Dieser Versuch hat uns gezeigt, 
daB die Seifenlésung nicht zu vernachliassigende Menge Cholesterin 
auflést. 

Wir haben jedoch durch folgenden Versuch iiberzeugt, dab 
das Cholesterin durch die Herabsetzung der Alkoholkonzentration 
der Seifenlésung auf 50 Vol.-% vollstandig in Petrolaither iiber- 
gefiihrt werden kann. 

Es wurde 0,020 g Cholesterin in 50 ccm Petrolither aufgelost 
und mit 20 cem 50 volumprozentiger alkoholischer Seifenlésung, 
welche 0,5 g reines dlsaures Natron und 0,01 g NaHO enthilt, 
versetzt und gut geschiittelt. Der gut getrennte Petrolither 
wurde verdunstet und der Riickstand der Nachbehandlung unter- 
worfen. Das so gereinigte isolierte Cholesterin betrug 0,0188 g. 
Die Seifenlésung wurde mit 25 ccm Petroliither von neuem ge- 
schiittelt und der Petrolither ergab nach der Reinigung 0,0012 g 
Cholesterin. Die Summe betrigt genau 0,020 g. Als die Seifen- 
lésung zum drittenmal mit 25 ccm Petrolather geschiittelt wurde, 


enthielt derselbe jetzt nach der Reinigung kein Cholesterin mehr. 
Dieser Versuch zeigt uns, daB die quantitative Isolierung des 
extra zugesetzten Cholesterins zu der Olsiure uns mit Sicherheit 
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gelungen ist. Um die Richtigkeit dieses Befundes auBer allen 
Zweifel zu iiberzeugen, haben wir zum UberfluB noch folgende 
Versuche angestellt. 

Zur Reinigung der hierzu erforderlichen Fettsiure wurden 
2,0 g Olsiiure Merck in etwa 50 ccm Petrolither aufgelést und 
mit 17 cem absolutalkoholischer "/;-KHO versetzt. Die villige 
klare, etwas gelb gefairbte Lésung wurde mit 17 ccm Wasser ver- 
setzt und tiichtig geschiittelt. Dabei erfolgte eine glatte Trennung 
beider Schichten. Der Petrolaither wurde abgetrennt. Die Seifen- 
lésung wurde noch einmal mit nevem Petrolather geschiittelt. 
Die beiden Petrolitherextrakte wurden vereinigt, verdunstet, in 
absolutem Alkohol aufgelést und mit 0,5 ccm ™/,)-NaHO versetzt, 
verdunstet und bei 100° C getrocknet. Alsdann wurde der Riick- 
stand mit Petrolather extrahiert, durch Asbest abfiltriert, ver- 
dunstet und getrocknet. Der Riickstand wog 0,0024g. Die 
alkoholische Seifenlésung wurde nochmals mit etwa 30 ccm Petrol- 
iither geschiittelt und der abgetrennte Petrolaither wurde genau 
ebenso wie oben gereinigt. Die Ausbeute war jetzt gleich Null 
Zum SchluB wurden der obigen Seifenlésung 10 cem absolut- 
alkoholischer "/,-KHO und ebensoviel Wasser zugesetzt und erst 
dann mit etwa 50 ccm Petroliither von neuem geschiittelt. Der 
abgetrennte Petrolither wurde abermals genau ebenso wie oben 
gereinigt. Die Ausbeute betrug 0,0004 g. Die so gereinigte Seifen- 
lésung wurde nunmehr vom Alkohol befreit und in der wasserigen 
Lésung mit Salzsiiure zerlegt. Die ausgeschiedene Olsiure wurde 
mit Ather aufgenommen und aus dem Atherextrakte Petrolither- 
extrakt dargestellt. 

Von der auf die beschriebene Weise von den unverseifbaren 
Substanzen befreiten Olsiure Merck wurde je 0,5 g mit je 0,050 g 
gereinigten Cholesterins versetzt, in etwa 50 ccm Petrolither auf- 
gelést und mit 16 ccm ®/,; absolutalkoholischer Kalilauge versetzt. 
Zu der klaren Auflésung wurden dann 16 ccm Wasser zugesetzt 
und paarmal geschiittelt. Es trat eine glatte Trennung ein. Der 
getrennte Petrolather wurde verdunstet und der Riickstand mit 
einigen Kubikzentimetern Alkohol aufgelést, mit 0,5—1,0 cem 
n/,9 alkoholischer Natronlauge versetzt, verdunstet und bei 100° C 
15—30 Minuten getrocknet. Alsdann wurde der Riickstand mit 
Petrolather aufgenommen, durch Asbest abfiltriert, verdunstet 
und getrocknet. Die Seifenlésung wurde noch dreimal mit Petrol- 
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ather geschiittelt und dieser wurde getrennt fiir sich der oben 
erwahnten Nachbehandlung unterworfen. 
Die Resultate sind folgende: 





Nummer der | Cholesterin- Cholesterin- Cholesterin- 





| 
fraktionierten menge bei der | menge bei der _ menge bei der Mittel 
Schiittelungen | Probe 1 Probe 2 Probe 3 
1 0,0458 ¢ 0,0463 ¢ 0,0466 g¢ 
2 0,0026 0,0028 0,0022 
3 0,0004 0.0001 0 
4 0 0 0 | 
Summa 0,0488 g 0,0491 g 0,0488 g 0,0489 g 


Demnach wurden von dem der Olsiure extra zugesetzten 
0,05 g Cholesterin bis auf 0,0011 g wieder aufgefunden. So- 
mit betragt der Verlust nur 2,23%. Aus diesen Untersuchungen 
geht es ferner hervor, daB zweimalige Schiittelungen der Seifen- 
lésung mit Petroliither fast alles Cholesterin quantitativ auf- 
nehmen. 


Quantitative Bestimmung der unverseifbaren Substanzen 
im RFLP. 

Nachdem die Methode von uns ausgearbeitet worden war, 
welche erméglicht, das zur Fettsiure extra zugesetzte Cholesterin 
genau wieder zu gewinnen, haben wir die unverseifbaren Sub- 
stanzen in der Fettséure von R.FI.P.I. mittels neuer Methode 
noch einmal festgestellt. 

Die Resultate sind: 





Fettshuren (inklusive | Cholesterin + unverseif- 








Versuchs- ~ gad 
bummer | a bare Substanz 
1 0,3572 g 0,0118 g = 3,37 °/, 
2 0,3584 | 0,0155 = 3,73 
3 0,3571 | 00172 =3,48 
Mittel 0,3576 ¢ 0,0148 g = 3,53 °/, 


Die Fettsiiure aus R.FI.P.1. enthalt demnach 3,53% unver- 
seifbare Substanzen (inklusive Cholesterin). Dieselben sind nur 
teilweise krystallinisch und zeigten deutliche Cholesterinreaktion 
nach Salkowski. 








326 M. Kumagawa und K. Suto: 


Bei dieser Gelegenheit bemerken wir, daB die Auflésung reinen 
Cholesterins in Chloroform mit Schwefelsaure 1,78 D versetzt, das 
Chloroform nach kurzer Zeit sich tief blutrot farbt und die Farbe 
sehr dauerhaft ist, waihrend die darunterliegende Schwefelsiure 
eine Zeitlang farblos bleibt und fast keine Fluorescenz zeigt. 
Benutzt man dagegen konzentrierte Schwefelséure (1,84 D), so 
wird die letztere nach kurzer Zeit etwas briunlich und zeigt griine 
Fluorescenz, wie nach Angabe von E. Salkowski. Bei der An- 
stellung der Salkowskischen Cholesterinreaktion haben wir 
daher Schwefelsiure von 1,78 D vorgezogen. 

Quantitative Trennung des Cholesterins von der unbekannten 
unverseifbaren Substanz in der Fettséure ist uns bis jetzt noch 
nicht gelungen, da die beiden Substanzen fiir alle bis jetzt unter- 
suchten Lésungsmittel sich vollig gleich verhalten. Von der 
Natur der fraglichen Substanz ist nur so viel bekannt, daB sie 
zu den Fettalkoholen gehért. Demnach miissen wir uns vorlaufig 
damit begniigen, daB wir die Menge derselben in der Fettsaure 
nur gemeinsam mit Cholesterin ermitteln kénnen. Nach der 
neuesten Angabe von J. Lifschitz (23) sollen beim Kochen des 
Cholesterins mit alkoholischer Kalilauge verschiedene Oxychole- 
sterine entstehen. Ob dieselben mit der oben erwihnten Substanz 
identisch sind, konnten wir nicht mehr beriicksichtigen. Auch ist 
die Méglichkeit nicht ganz ausgeschlossen, daB die fragliche Sub- 
stanz ein Umwandlungsprodukt einer Fettsaure ist. 

Die neueste Methode der Cholesterinbestimmung rihrt unseres 
Wissens von E. Ritter (24) her. Derselbe verseift 50 g Fett mit 
Natriumalkoholat. Die nach dem Verdunsten des Alkohols zuriick- 
bleibende Seife wird mit 75 g Kochsalz versetzt. Das Gemenge 
wird mit wenig Wasser zum groBen Teil aufgelést und wieder 
getrocknet. Die Pulvermasse wird dann im So xhletschen Apparat 
mit Ather extrahiert. Das Atherextrakt wird in wenig Alkohol 
aufgelést und das Cholesterin wird durch viel Wasser zur Aus- 
scheidung gebracht, welche abfiltriert und gewogen wird. Da wir 
fiir die quantitative Bestimmung zweckmaBiger mit viel kleinerer 
Menge zu arbeiten gewéhnt sind, so haben wir die Angabe von 
Ritter nicht nachgeprift. 

In bezug auf die literarischen Angaben der bis jetzt bekannt 
gegebenen Cholesterinbestimmungen verweisen wir auf die eben 
zitierte Arbeit von E. Ritter. 
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Kapitel VII. 


Elementare Zusammensetzung der nach unserer Methode 
dargesteliten Fettsiuren. 


Vor der Ausfiihrung der eigentlichen Verbrennungen hat einer 
von uns (Suto) nach vielen Vorversuchen in den Vorderteil des 
Verbrennungsrohres eine wesentliche Modifikation angebracht. 
Der allgemein tibliche Kork- oder KautschukverschluB wurde 
ganz verlassen, und statt dessen wird Glas zu Glas direkt in Ver- 
bindung gebracht. Hierdurch konnten die méglichen Fehler- 
quellen, welche auf der mangelhaften Trocknung oder auf dem un- 
vorsichtigen Anbrennen des Gummi- resp. Korkverschlusses be- 
ruhen, ganz beseitigt werden. AuBerdem wurde die Druckdifferenz 
im Inneren des Rohres im ganzen Verlaufe der Verbrennung durch 
die geeignete Saugdruckvorrichtung in Verbindung mit Wasser- 
leitung zweckentsprechend beliebig reguliert, so daB die gebildeten 
Gase ohne Befiirchtung der Aufblahung des Rohres vollstandig 
herausgetrieben werden kénnen. Zahlreiche blinde Versuche haben 
uns gezeigt, daB die Fehlerquellen nunmehr auf das Minimum 
reduziert worden sind. Die ausfiihrlichen Beschreibungen dariiber 
wird Suto demnichst veréffentlichen. 


Versuchsreihe 1. 
Kontrollversuche an reiner Fettsdure. 

Die Verbrennung wurde auch in allen folgenden Versuchen 
mit gekérntem Kupferoxyd im Sauerstoffstrome ausgefiihrt. Die 
Substanz wurde im Porzellanschiffehen gewogen und verbrannt. 
Die Olsiiure wurde aus Olivenél dargestellt und unter ganz be- 
sonderer Vorsicht mit Petrolather gereinigt. 

Die Ergebnisse der Verbrennungen sind folgende: 


1. 0,1758g Olsiure gab 0,1876g H,O = 11,94% H und 0,4872g CO, 


= 75,58% C. 

2. 0,1554g Olsiure gab 0,1662g H,O = 11,97% H und 0,4318g CO, 
= 75,77% C. 

3. 0,1422¢ Olsiure gab 0,1522g H,O = 11,975% H und 0,3950g CO, 
= 75,70% C. 


Biochemische Zeitechrift Band VIII. 22 
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Hiernach sind: 





Versuchsnummer H Cc 
l 11,94% 75,58% 

2 11,97 75,77 

3 11,975 75,70 
Mittel 11,96% 75,67% 


Reine Olsaure Merck: 
0,2256 g gab 0,2392 g H,O und 0,6328 g CO,. 
Hieraus berechnet sich zu: 


11,87% H und 76,6% C. 


Olsiure verlangt theoretisch 
12,141% H und 76,522% C. 


Versuchsreihe 2. 
Material: H.FI1.P. 

Die Fettsiuren wurden nach unserer Methode dargestellt. 
Das Atherextrakt wurde nur kurze Zeit bei 50° C getrocknet und 
mit Petrolither gereinigt. Die Fettsiuren waren etwas braunlich 
gefarbt. 

Die Resultate der Verbrennungen sind: 


1. 0,1988g gab 0,2110g H,O=11,88% H und 0,5386g CO, 


= 74,85% C. 


= 73,95% C. 
2. 0,1348g gab 0,1426g H,O = 11,85% H und 0,3666g CO, 
= 74,15% C. 
3. 0,2588g gab 0,2736g H,O =11,84% H und 0,7060g CO, 
= 74,50% C. 
4. 0,2914g gab 0,3078g H,O=11,82% H und 0,7930g CO, 
= 0,7422% C. 
5. 0,2611g gab 0,2792g H,O=—11,95% H und 0,7166g CO, i 
= 74,8% C. 
6. 0,2077 g gab 0,2202g H,O =11,87% H und 0,5588 g CO, : 
= 73,40% C. 
7. 0,2466g gab 0,2633g H,O = 11,95% H und 0,6765g CO, 
| 





Cw Twi 
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Demnach sind: 





Versuchsnummer H C 
l 11,88% 73,95%, 
2 11,85 74,15 
3 11,84 74,50 
4 11,82 74,22 
5 11,95 74,80 
6 11,87 73,40 
ys 11,95 74,85 
Mittel 11,88% 74,27%. 


Der Kohlenstoffgehalt ist etwas zu niedrig ausgefallen, als 
Zeichen dafiir, daB die Fettsiuren noch nicht rein genug sind. 


Versuchsreihe 3. 
Material: H.FI.P. 

Die Fettsiuren wurden nach der Verseifung des Fleisch- 
pulvers ohne Vermittlung von Athylither direkt mit Petrolather 
aufgenommen und damit gereinigt. Sie waren nur blabgelb ge- 
firbt. Die Verbrennungen haben folgende Resultate ergeben: 


1. 0,2085 g gab 0,2260¢ H,O = 12,14% H und 0,5876 g CO, 


= 76,9% C. 

2. 0,1871g gab 0,2028¢g H,O = 12,138% H und 0,5234g CO, 
= 76,3% C. 

3. 0,1632g gab 0,1764g H,O = 12,08% H und 0,4536 g CO, 
= 75,8% C. 


Demnach sind: 





Versuchsnummer H C 
l 12,14% 76,9% 
2 12,13 76,3 
3 12,80 75,8 
Mittel 12,12% 76,33% 


Wenn man demnach die Fettséuren von Anfang an direkt 
mit Petrolither ausschiittelt, so erhalt man sie stets in reiner 
Form, wie die obige elementare Zusammensetzung es geniigend 
beweist. Leider tritt beim direkten Schiitteln mit Petrolather 
sehr haufig eine unangenehme Emulsionsbildung auf, und die 


22° 
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Ausbeute ist dabei stets etwas mangelhaft, wiahrend die Opera- 
tion mit vorhergehenderAtherextraktion sehr glatt verliuft und mit 
Leichtigkeit die Gesamtfettsiuren liefert. Dem Ubelstand, daB bei 
der Ather-Petrolitherextraktion die Fettsiuren etwas unrein sind 
und infolgedessen der Kohlenstoffgehalt zu niedrig ausfillt, wie 
die vorhergehende Versuchsreihe es zeigt, konnte dadurch vor- 
gebeugt werden, daB das Atherextrakt vor der Aufnahme in Petrol- 
ather bei 50° C geniigend getrocknet wird. Dieses Verhalten be- 
leuchtet folgende Versuchsreihe. 


Versuchsreihe 3. 
Material: H.FI.P. 

Die Fettsiuren wurden nach der Verseifung des Fleisch- 
pulvers mit Athylather aufgenommen, das vereinigte und ge- 
reinigte Atherextrakt wurde bei 50°C 1—2 Stunden getrocknet 
und alsdann mit Petrolither aufgenommen. Das gereinigte Petrol- 
aitherextrakt war jetzt fast farblos oder nur blaBgelb gefarbt, 
etwa ebenso, wie das von vorne mit Petrolither allein ausge- 
schiittelte. 

Die Resultate der Verbrennungen sind: 


1. 0,1248 g gab 0,1334 g H,O = 11,955% H und 0,3456 g CO, 


= 75,55% C. 

2. 0,1681 g gab 0,1800g H,O = 11,98% H und 0,4670g CO, 
= 75,8% C. 

3. 0,2321g gab 0,2473g H,O = 11,92% H und 0,6483g CO,. 
= 76,21% C. 


Demnach sind: 





Versuchsnummer H C 
1 11,96% 75,55% 

2 11,98 75,80 

3 11,92 76,21 
Mittel 11,95% 75,85% 


Nach diesen Ergebnissen kann man die Fettsiuren als ge- 
nigend rein ansehen. 

Dieses Verhalten wurde an einem anderen Fleischmateriak 
noch einmal gepriift. 
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Versuchsreihe 5. 
Material: R.FUP JI, 

Die Fettsiuren wurden nach der Verseifung des Fleisch- 
pulvers mit Ather und Petrolither behandelt. Das Atherextrakt 
wurde vor der Aufnahme in Petrolither nur kurze Zeit bei 50° C 
getrocknet. 

Die Resultate der Verbrennungen sind: 


1. 0,2324g gab 0,2522g H,O = 12,14% H und 0,6298g CO, 


= 73,91% C. 

2. 0,2458¢g gab 0,2624g H,O = 11,95% H und 0,6692g CO, 
= 74,25% C. 

3. 0,2572g gab 0,2802g H,O = 12,19% H und 0,7044g CO, 
= 74,68% C. 


4. 0,2760g gab 0,2936g H,O = 11,90% H und 0,7504g CO, 
= 74,27% ©. 


Demnach sind: 





Versuchsnummer H C 
l 12,14% 73,91% 
2 11,95 74,25 
3 12,19 74,68 
4 11,90 74,25 
Mittel 12,05% 74,27% 


Auch bei dieser Versuchsreihe fallt bei der mangelhaften 
Trocknung des Atherextraktes der Kohlenstoffgehalt etwas zu 
niedrig aus. 


Versuchsreihe 6. 
Material: R.FUP II. 

Das Atherextrakt wurde vor der Aufnahme in Petrolather 
bei 50° C 1—2 Stunden getrocknet. Das Petrolitherextrakt war 
nur blaBgelb gefarbt. 

— Die Resultate der Verbrennungen sind: 
1, 0,2832g gab 0,3074g H,O = 12,15% H und 0,7950g CO, 

= 76,56% C. 


2. 0,2752g gab 0,2962g H,O = 12,05% H und 0,7640g CO, 
= 75,72% C. 
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3. 0,2102 g gab 0,2250g H,O = 11,98% H und 0,5812g CO, 
= 75,41% C. 


4. 0,1947g gab 0,2136 g H,O=12,11% H und 0,5428g CO, 





= 75,06% C. 
Versuchsnummer H C 
] 12,15%, 76,56°, 
2 12,05 75,72 
3 11,98 75,41 
4 12,11 75,06 
Mittel 12,07% 75,69% 


Nach der geniigenden Trocknung des Atherextraktes sind die 
Fettsiuren auch bei diesem Fleischmaterial ebenso rein, wie bei 
H.F1.P. Demnach ziehen wir vor, die frei gemachten Fettsiuren 
nach der Verseifung des Fleischpulvers nicht direkt mit Petrol- 
ather, sondern zuerst mit Athylither aufzunehmen, und erst dann 
das Atherextrakt mit Petrolither auszuziehen. Nur muB hierzu 
ausdriicklich betont werden, daB das Atherextrakt vor der Auf- 
nahme in Petrolather bei 50° C geniigend getrocknet werden muB, 
um die reinen farblosen Fettsiuren zu erhalten. 

Fassen wir die Hauptresultate der Verbrennungen noch ein- 
mal hier kurz zusammen, so sind die Kohlenstoff- und Wasser- 
stoffwerte der Fettsaiuren beider Fleischarten bei planmabBiger 
Ather-Petrolitherbehandlung im Mittel folgende: 





Fettsiuren aus: H C 
H.FLP.. .... . . 11,95% 75,85% 
8S eae 75,69 
Mittel. .....-.-- 12308% 75,82% 


Die Fettsiuren aus dem Fleischpulver sind nun ein Ge- 
menge von Olsiure, Palmitinsiure und Stearinsiure. Es ist 
nicht leicht, in diesem Gemenge die einzelnen Fettséuren genau 
quantitativ zu bestimmen, weil man zurzeit keine einwands- 
freie Methode kennt, welche erméglicht, Palmitinsiure und 
Stearinsiure quantitativ zu trennen. Dagegen liBt sich mittels 
der Hiiblschen Jodzahl die Menge der Olsiure ziemlich exakt 
eruieren. Daher haben wir von Fettsaiuren aus R.F!.P.II. einige 
Jodzahlen bestimmt. 











| 
| 











| 
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Material: Fetisduren aus R.FI.PII. 


Versuchsnummer  Jodzahl nach Hiibl. 





1 65,16 
2 65,43 
3 65,90 
4 65,16 
Mittel 65,41 


Aus der Jodzahl 65,41 berechnet sich nach der Formel 
65,41 x 100 
90,07 
stehen die iibrigen 27,39°% in einem Gemenge von Palmitin- und 


der Gehalt der Olsiure zu 72,62%. Demnach be- 


Stearinsiure. Wird hiervon die Menge der Palmitinsiure zu */, 
und die der Stearinsiiure zu '/, veranschlagt, so stellt die vor- 
liegende Fettsiure aus Rindfleischpulver ein Gemenge von 

72,62% Olsiure, 

18,26% Palmitinsiure und 

9,13% Stearinsaure. 


* In diesem Gemenge sind Kohlenstoff und Wasserstoff nach 
der theoretischen Berechnung in folgendem Verhalten enthalten: 


C H 
io Ge ww wt te ee 55,57% 8,82% 
in Palmitinsiure ....... 13,68 2,30 
in Stearinsfure ........ 6,94 1,16 





Summa ... - - 16,19% 12,28% 


gefunden wurden demgegeniiber . 75,82%  12,03%, 
die Differenz betrigt somit. . . 0,37% 0,25%. 


Wird 76,19 = 100 gesetzt, so entspricht 0,37 = 0,48%; wird 
12,28 = 100 gesetzt, so entspricht 0,25 = 2,1%. Demnach betragt 
die gefundene Zahl im Kohlenstoffwerte 0,48°% und im Wasser- 
stoffwerte 2,19 weniger, als nach der theoretischen Berechnung. 
Dieser Befund weist darauf hin, daB die nach unserer Methode 
dargestellten Fettsiuren doch in einer ganz geringen Menge 
Beimengungen enthalten, welche indes fiir die praktische Ana- 
lyse ohne, nennenswerten Fehler ganz vernachlissigt werden 
kénnen. 

Um fiir die Zusammensetzung der tierischen Fettsiuren in 
etwas allgemein verwertbarer Gestalt Ausdruck zu geben, haben 
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wir im folgenden elementare Zusammensetzung derjenigen Fett- 
siuren berechnet, welche in einem Gemenge von rund: 

70% Olsiure, 

20%, Palmitinsaure, 

10%, Stearinsaure 


bestehen. In einem solchen Gemenge berechnen sich: 





fir Olsiure ......... 53,57% 8,50% 
fir Palmitinsiure....... 14,98 2,52 
fiir Stearinsiure ....... 7,60 1,27 
ME cet tw tet tl ee.hlUre 
Nach der ersteren Berechnung er- 

OM ss ewe eins ss TH 6 CR 


Die beiden Werte stimmen demnach fast vollkommen iiberein. 

Es war nun interessant zu eruieren, welcher Faktor hier maBb- 
gebend ist, um das obige Fettsiuregemisch in Neutralfett um- 
zurechnen. Dazu muB zuniachst prozentische Zusammensetzung 
der einzelnen Fettsdiuren in jenem Gemenge bekannt sein. 

Es verhialt sich nun die Menge der Fettsiure zu dem ent- 
sprechenden Neutralfett, wie folgt: 


Olsiiure in Olein . ....... . . 95,7085% 
Palmitinsiure in Palmitin ... . . 95,288% 
Stearinsiure in Stearin ..... . . 95,733%. 


Hiernach berechnet sich die Menge der einzelnen Fettsaiuren 
in dem Neutralfette aus dem obigen Fettsauregemenge, wie folgt : 


) 
95,7035 x. = 66,9925, 





100 
95,288 _ 19,0576 
. x 100 ~ + 576. 
> 10 
95,733 x 100 > 9,5733. 
Summa = 95,6234%. 
Hieraus folgt ee a 1,04577 = rund 1,046 
, 95,6234 °° ——~—~C‘<CS —_ 


Der Faktor, mittela dessen sich das Neutralfett aus der Fett- 
saure obiger Zusammensetzung umrechnen la8t, stimmt dem- 
nach mit der von uns bereits als richtig anerkannten und in 
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diese ganzen Abhandlung wiederholt verwerteten Zahl genau 
uberein. 


Untersuchungen der Fettséuren auf thre Verunreinigungen. 

In der obigen Betrachtung haben wir gesehen, dab die nach 
unserer Methode dargestellten Fettsiuren doch in ganz geringer 
Menge Beimengungen einschlieBen. Deshalb haben wir im folgen- 
den bei ihnen auf den Gehalt von Asche, Stickstoff, Schwefel 
und Phosphor untersucht. 

Zu dem Zwecke haben wir genau nach der im folgenden 
Kapitel beschriebenen Vorschrift Fettsiuren dargestellt. 

Aus je 3,00g R.FI.P.II. haben wir gewonnen: 


Nummer 1... . . 0,3570g Fettsiuren 
2. 0,3568 1 
> 3. 0,3578 
e. 0,3578 - 
5 0,3570 ss 
Sr. esas 9 
a+ o> oe in 


Untersuchung auf Asche. 

Aschefreies Filterpapier von Schleicher-Schill wurde 
ganz fest aufgerollt und in die geschmolzene Fettsaiure (Nr. 1) 
hineingetaucht, wobei dieselbe vom Papier zum gréBten Teil auf- 
gesogen wurde. Das letztere wurde dann ganz vorsichtig ver- 
brannt und die Kohle in den gewogenen Platintiegel hineinge- 
bracht. Der im Becherglas noch anhaftende Rest der Fettsaiure 
wurde mittels Petrolithers in den Tiegel vollends ausgespiilt. 
Der Petrolather wurde auf dem Wasserbade unter Benutzung von 
Wasserstrahlgeblase verdunstet und dann allmahlich ausgegliht. 
Der Tiegel zeigte keine Gewichtszunahme. Wahrend wir friiher 
im Alkoholiatherextrakte etwa in 2% desselben Asche aufgefunden 
haben, ist das planmaBig dargestellte Ather-Petrolatherextrakt 
nunmehr vollkommen aschefrei. 


Untersuchung auf Stickstoffgehalt. 
Nr. 2 und 3 (0,3568 g und 0,3578 g) wurden fiir sich mittels 
absoluten Athers in den Rundkolben hineingebracht. Nach dem 
Verdunsten des Athers wurde der Riickstand unter Zusatz von 
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10 ccm konzentrierter Schwefelsiure, 0,3 g Kupfersulfat und 3,0 g 
Kaliumsulfat verbrannt. Die Kontrollprobe wies stets 0,1 ccm 
®/,9-Schwefelsiure-Verlust auf. Nach dieser Korrektur wurde 


in der Probe 1 verbraucht 0,15 ccm "/,.-Schwefelsiure, 
= 0,00021 g N fiir 0,3568 g Fettsaure, 
=rund 0,06% der Fettsaure; 

in der Probe 2 verbraucht 0,2 ccm ™/,.-Schwefelsdure, 
= 0,00028 g N fiir 0,3578 g Fettsiure, 
= rund 0,08% der Fettsaure. 


Das Mittel der beiden Bestimmungen weist demnach 0,07% 
der Fettsiure auf Stickstoffgehalt hin. 

Diese Spur Stickstoff kénnte méglicherweise bei der Trock- 
nung der Fettsiure im Trockenschrank von dem Ammoniak- 
gehalt des Leuchtgases herriihren. Da®B unser Leuchtgas etwas 
Ammoniak enthilt, ist durch besondere Versuche nachgewiesen 
worden. 


Untersuchung auf Schwefel. 

Hierzu dienten Nr.4 und 5. Die Fettsiuren wurden mit 
7g schwefel- und phosphorfreier Salpetermischung unter Be- 
nutzung von Spiritusflammen verbrannt. Weiter nach dem be- 
kannten Gang wurde gefunden: 


in der Probe 1 0,0013 g BaSO,, 
= 0,0001785 g S fiir 0,3578 g Fettsiure, 
= rund 0,050% Schwefel; 

in der Probe 2 0,0012g BaSO,, 
= 0,0001648 g S fiir 0,3570 g Fettsaure, 
= rund 0,046% Schwefel. 


Das Mittel der beiden Bestimmungen hat in 0,05% der Fett- 
siuren Schwefel ergeben. 


_ Untersuchung auf Phosphorgehalt. 
Die Proben 6 und 7 wurden nach der Molybdansaiuremethode 
auf Phosphorgehalt untersucht. 
Probe 1 gab 0,0004g Mg,P,0, fiir 0,3554 g Fettsauren, 
= 0,00011 g Phosphor, 
= 0,031 % der Fettsiure. 
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Probe 2 gab =: 0,0003 g Mg,P,0, fiir 0,3552 g Fettsiiuren, 
= 0,000084 g Phosphor, 
= 0,025% der Fettsauren. 


Das Mittel der beiden Bestimmungen hat demnach 0,028°%, 
Phosphor ergeben. 

Nach diesen Untersuchungen hat sich herausgestellt, daB die 
nach unserer Methode dargestellten Fettsiuren zwar aschefrei, 
aber 0,07% Stickstoff, 0,059 Schwefel und 0,028% Phosphor als 
Verunreinigungen enthalten. 

Hieraus la6t sich wohl erklaren, daB in unseren Fettsiuren 
0,48%, Kohlenstoff und 2,1°% Wasserstoff weniger aufgefunden 
worden sind, als nach der theoretischen Berechnung. Diese Diffe- 
renzen sind aber so klein, daB sie fiir gewohnliche Analysen ohne 
Bedenken ganz vernachilassigt werden kénnen. 


Bemerkung zur Elementaranalyse der Fettsdéuren. 

Alle oben angefiihrten Elementaranalysen sind mit den von 
den unverseifbaren Substanzen nicht isolierten Fettsiuren aus- 
gefiihrt worden. Einige Bestimmungen, welche mit den von den 
ersteren ganz befreiten Fettsiuren ausgefiihrt worden waren, 
haben in bezug auf den Gehalt von Kohlenstoff und Wasserstoff 
keinen nachweisbaren Unterschied ergeben. Dies beruht wohl 
darauf, daB die Menge der beigemengten unverseifbaren Sub- 
stanzen im Vergleiche zu der der Fettsaiuren sehr klein ist (etwa 
3%), obwohl die ersteren noch reicher an Kohlenstoff ist, als 
die letzteren (etwa 84% gegen 76%). 


Kapitel VIII. 


Beschreibung unserer eigenen Methoden. 

Da die Methoden im Laufe der besprochenen Versuche in 
Einzelheiten vielfach verbessert und vervolistindigt worden sind, 
so fiihren wir hier den Gang der Ausfiihrungen in definitiver 
Form an. 


1. Verseifungsmethode. 
Je nach dem Fettgehalt werden 2—5 g Organpulver in einem 
Becherglas mit 25ccm 5facher Normalnatronlauge (20 g NaHO 
in 100 cem) auf dem Wasserbade zwei Stunden zerkocht. Zweck- 
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maBig bedeckt man das Becherglas wiihrend des Kochens mit der 
friiher beschriebenen Glasglocke (Fig. 4). Die Temperatur steigt im 
Inneren derselben iiberall auf 100°C. Wiahrend der Verseifung 
wird die Mischung ein paarmal mit dem Glasstabe umgeriihrt. 
Schon nach etwa 10 Minuten erfolgt eine gleichmaBige Auflésung 
des Fleischpulvers bis auf wenige Flocken. Nach etwa zwei- 
stiindigem Zerkochen wird die Lésung noch hei in einen herme- 
tisch schlieBenden Scheidetrichter von ca. 250 ccm Rauminhalt 
hineingebracht. Das Becherglas wird 2—3mal mit ein wenig 
warmem Wasser (etwa 5ccm) gut ausgespiilt. Nun wird die 
Mischung mit 30 ccm 20 prozentiger Salzsiure (1,1 D) iiberneutra- 
lisiert. Zu dem Zwecke werden am besten nach dem Erkalten 
des Trichterinhaltes bis auf etwa 40—50° C zunichst 20 cem der 
Saure auf einmal hineingegossen, tiichtig geschiittelt und mittels 
Leitungswassers gut abgekiihlt. Alsdann werden die iibrigen 
10 ecm der Séure gegeben und ganz ebenso wie vorher behandelt. 
Es tritt dabei eine reichliche Ausscheidung auf. Nach guter Kiihlung 
werden nun 70—100 ccm Athylither hinzugegeben und tiichtig 
geschiittelt. Trennung erfolgt meist sofort. Der Niederschlag 
verdichtet sich hierbei zu einer diinnen Schicht in der Mitte. 
Die klare wisserige Schicht wird nach einigen Minuten abgegossen. 
Der briiunlich gefirbte Ather wird vorsichtig in ein Becherglas 
umgegossen. Der Trichter mit Niederschlag wird zweimal mit ein 
wenig Ather (5—10 ccm) ausgespiilt. Der letztere wird alsdann 
mit etwa 5ccm Normalnatronlauge unter Schiitteln nochmals 
aufgelést. Diese alkalische Lésung wird von neuem mit 30—50 ccm 
Ather tiichtig geschiittelt. Hierzu wird jene stark saure wisserige 
Lésung der ersten Schiittelung hineingebracht und nochmals gut 
geschiittelt. Die Reaktion wird hierbei sauer und die restierende 
Fettsaure geht hierdurch quantitativ in den Ather iiber. Durch 
wiederholte Priifung wurde festgestellt, daB sowohl in dem neu 
ausgeschiedenen ganz geringen Niederschlage, wie auch in dem 
Schiittelwasser keine Spur Fettsiure mehr zuriick bleibt. Der 
vereinigte Ather wird verdunstet, dann nochmals mit absolutem 
Ather aufgenommen, durch Asbest (Fig. 1) abfiltriert und ver- 
dunstet. (Zum Verdunsten bedient man sich am zweckmaBigsten 
der Einrichtung Fig. 3.) Dieses Atherextrakt, welches auBer Fett- 
siuren Farbstoff, Milchsiure und noch andere Beimengungen 
enthalt, wird jetzt bei 50°C einige Stunden gut getrocknet und 
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erst dann mit Petrolather extrahiert. Zu dem Zwecke gieBt man 
am zweckmaBigsten auf das noch warme Atherextrakt aus dem 
Trockenschranke sofort etwa 20—30ccm Petroliither unter 
sanftem Umschwenken des Becherglases allmahlich auf. Es tritt 
hierbei in der Regel eine milchige Triibung auf. Das Becherglas 
wird jetzt mit einem Uhrglas bedeckt und '/,—1 Stunde stehen 
gelassen, wobei der gréBte Teil der emulsionsartigen Ausscheidung 
sich harzartig zu Boden niederschliigt. Hierauf wird der Petrol- 
ather durch Asbest abfiltriert, das farblose Filtrat wird verdunstet 
und bei 50° C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, welche nun- 
mehr in kurzer Zeit erreicht wird. Eine geniigende Trocknung 
des Atherextraktes vor der Aufnahme desselben in Petrolither 
ist ganz besonders wichtig, um die Fettsiiuren in reiner, farbloser 
Form zu erhalten. 

Wie man sieht, ist die Ausfiihrung der Methode diuBerst ein- 
fach. Man braucht keine besonderen Apparate oder Reagenzien. 
Hervorzuheben ist der Umstand, daB man mittels dieser Methode 
in einem Tage mehrere Bestimmungen mit Leichtigkeit aus- 
fiihren kann. 


2. Quantitative Trennung der unverseijbaren Substanzen 
(inklusive Cholesterin) von den Fettsduren. 


Die nach der Verseifungsmethode dargestellten Fettsiuren 
werden in einem Scheidetrichter mit etwa 50—70 ccm Petrol- 
aither aufgelést. Hierzu wird "/, absolutalkoholische Kalilauge 
in einer solchen Menge zugesetzt, daB dieselbe etwa 30—40faches 
Volum des betreffenden Petrolitherextraktes betrigt. Die 
Mischung wird einigemal tiichtig geschiittelt. Es entsteht hierbei 
stets eine absolut klare Auflésung. Hierzu wird genau ebensoviel 
Wasser hinzugefiigt, wie die zugesetzte Menge der "/,-Kalilauge, 
und ein paarmal geschiittelt. Indem hierdurch die Konzentration 
des Alkohols auf ungefaihr 50 Vol.-% sinkt, erfolgt jetzt sofort 
eine glatte Trennung der oberen Petrolither- und der unteren 
Alkoholschicht. Dabei gehen die unverseifbaren Substanzen in 
Petrolather iiber, wahrend die Seife in der unteren Alkoholschicht 
aufgelést zuriickbleibt. Die abgetrennte alkoholische Seifenlo6sung 
wird noch einmal mit 30—40 ccm neuen Petrolithers geschiittelt. 
Der vereinigte Petrolither wird verdunstet und der Riickstand 
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durch die Nachbehandlung von der geringen Menge beigemengter 
Fettsaiure vollkommen befreit. Zu diesem Zwecke wird das Petrol- 
aitherextrakt nochmals in ein wenig Alkohol aufgelést, mit 0,5 
bis 1,0 ccm "/,, alkoholischer Natronlauge versetzt, wiederum auf 
dem Wasserbade verdunstet, 15—30 Minuten bei 100° C getrocknet. 
Der Riickstand wird noch hei8 mit Petrolaither extrahiert, durch 
Asbest abfiltriert, verdunstet und nunmehr bei 100°C bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Das so gewonnene Extrakt stellt 
ein Gemenge von Cholesterin und noch unbekannter unverseif- 
barer Substanz dar. 


Kapitel IX. 
SchluBbetrachtung. 


Begriindung und Rechtfertigung unseres Verseifungsverfahrens 
als Fettbestimmungsmethode. 

Wir bestimmen, wie ersichtlich, mit unserer Methode aus- 
schlieBlich die Menge der hohen Fettséuren ohne Riicksicht dar- 
auf, zu welchen Verbindungen dieselben gehéren. Gegenwartig 
ist in tierischem Material eine ganze Reihe von Verbindungen be- 
kannt, welche im Molekiile Fettsiureradikale enthalten. Dahin 
gehéren Neutralfett, Lecithin, Seife, Protagone, Cerebrin, Chole- 
sterinester, Jecorin, Myelin, Lecithalbumin usw. Darunter iiber- 
wiegt der Menge nach natiirlich das Neutralfett. AuBer Lecithin 
sind die iibrigen Verbindungen allerdings an Menge meist nur un- 
bedeutend. Doch kénnen einige der letzteren in einzelnen Organen, 
namentlich im Centralnervensystem, in gréBerer Menge auftreten. 
Nach unserer Methode werden alle genannten Verbindungen zu- 
nichst in ihre einzelnen Komponenten zerlegt und hieraus wird 
die Gesamtmenge der hohen Fettsiuren quantitativ ermittelt. 
DaB die letzteren fiir die Fettanalyse als geniigend rein angesehen 
werden diirfen, ist durch die eingehenden Untersuchungen ihrer 
elementaren Zusammensetzung usw. erwiesen worden. Im strengen 
Sinne ist daher unser Verfahren nicht eine Fettbestimmungs- : 
methode, sondern ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung 
hoher Fettsiuren in tierischem Material insgesamt, wenn wir vor- 
liufig von den unverseifbaren Substanzen ganz absehen. Fragt 
man danach, was man eigentlich mit den bisher bekannten 
Methoden bestimmt, so wiirde darauf keiner der Autoren eine 




















Quantitative Bestimmung von Fett und unverseifbaren Substanzen usw. 341 


prazise Antwort geben kénnen. AuBer der Verseifungsmethode 
von v. Liebermann-Székely, welche allein das beabsichtigte 
Ziel klar vorschreibt, bestreben sich fast alle anderen Methoden 
stillschweigend dahin, aus dem Organpulver das Ather- resp. 
Petrolitherextrakt ad Maximum herauszuziehen. Und das so 
gewonnene Extrakt bezeichnet man einfach als Fett. Allein es 
wird von einem oder anderem Extraktionsmittel viel zu viel ver- 
langt, daB dasselbe aus den unzihligen Verbindungen tierischen 
Materials Fett oder fettartige Verbindungen (der Kiirze halber 
unten ,,Fettarten“ genannt) allein und zwar genau quantitativ 
herausziehen soll. Als natiirliche Folge hiervon hat sich heraus- 
gestellt, daB alle diejenigen Methoden, welche sich iiber besonders 
hohe Ausbeute erfreuen, wie die Alkoholmethode von Rosen- 
feld, Bogdanow usw. in ihren Extrakten in einer GréBe von 
17,4—46% der darin enthaltenen Fettarten Verunreinigungen ein- 
schlieBen, und trotzdem iiber 10% der hohen Fettsiuren der Be- 
stimmung entgehen, waihrend wiederum andere Methoden, welche 
allerdings viel reinere Fettarten liefern, wie die Methode der 
Atherextraktion resp. Petrolitherextraktion von Soxhlet, E. 
Voit, W. Glikin usw. ebenfalls gegen 10% im Werte der 
hohen Fettsaéuren einfach vernachlassigen. Die Verdauungs- 
methode von Pfliiger- Dormeyer, welche diesen Verlust zu 
vermeiden bezweckte, nimmt leider von neuem eine so betricht- 
liche Menge Beimengungen auf, daB dieselben 16,7—40% der 
Fettarten entsprechen. Trotzdem entgehen auch bei dieser 
Methode iiber 10% der hohen Fettsiuren der Bestimmung. Diese 
Ergebnisse geben uns Beweise dafiir, daB alle diejenigen Methoden, 
welche die Fettarten als solche aus dem Organpulver quantitativ 
herauszuziehen bezwecken, sich geradezu nach Unméglichkeiten 
bestreben. Die Verseifungsmethode von v. Liebermann-Szé- 
kely, welche dem Prinzip nach unter den bisher bekannten 
Methoden der Fettbestimmung als die richtigste bezeichnet werden 
darf, leidet wiederum daran, daB dieselbe eine viel zu groBe Menge 
niederer Fettsiuren mitbestimmt, welche unzweifelhaft aus der 
Zersetzung der anderen Fleischbestandteile stammt. Auch bei 
dieser Methode entgehen auBerdem ebenfalls etwa 9% der hohen 
Fettsaiuren der Bestimmung. 
Demnach gestattet uns keine der bisher bekannten Methoden, 

aus dem tierischen Material das Neutralfett allein quantitativ zu 
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isolieren. Um so weniger sind wir imstande, die einzelnen Ver- 
bindungen mit Fettsiureradikale getrennt zu bestimmen. Auch 
die bis jetzt allgemein anerkannte Anschauung, der zufolge das 
Lecithin aus dem Atherextrakte durch Aceton quantitativ gefallt 
werden soll, ist durch unsere Untersuchungen als ganz irrtiimlich 
erwiesen worden. Sollte es uns einstweilen gelingen, simtliche 
Fettarten ohne Beimengung anderer Substanzen aus dem Organ- 
pulver vollkommen herauszuziehen, so wiirde das so gewonnene 
Extrakt doch ein Gemenge von Verbindungen grundverschiedener 
MolekulargréBe darstellen, welches in keiner Hinsicht eine ver- 
gleichbare Einheit bildet und daher schwerlich einfach als Fett 
bezeichnet werden darf. Was fiir die genannten Verbindungen 
einzig gemeinsam ist, das sind nur die hohen Fettsiuren. Dem- 
nach bilden die letzteren allein fiir alle fettartigen Substanzen 
gemeinsame charakteristische Bausteine. 

Zu den biologisch bedeutsamen Fragen in der Gegenwart 
muB8 unzweifelhaft auch das Problem der Fettbildung aus EiweiB 
im Tierkérper aufgezihlt werden. Zur Entscheidung dieser Frage 
ist gerade die exakte Feststellung der hohen Fettsiuren allein 
maBgebend, wie unter anderem auch F. Siegert (25) sich da- 
riiber mit klarem Begriffe ausdriickt: ,,Die fettige Degeneration der 
pathologischen Anatomen kann nur Bezug haben auf die Bildung 
wasserunloslicher Fette oder Fettsiuren, nicht aber auf Bildung 
der niedersten Fettsiuren, welche als solche und in ihren Glyce- 
riden noch mehr oder weniger wasserléslich sind, ebensowenig 
auf Milchsiure und andere Oxysiuren welche, obgleich ather- 
léslich, doch an dem histologischen Bilde, der fettigen Degenera- 
tion sicher keinen Anteil nehmen. Der Nachweis echter Fett- 
bildung muB8 also hinauslaufen auf einen Nachweis der Ent- 
stehung hoher Fettsiuren, nicht etwa blof8 einer Zunahme des 
Atherextraktes.‘ F. Kraus (26) sagt dariiber ebenfalls: ,,Die 
maBgebende chemische Leistung bei der Fettbildung im Organis- 
mus ist ausschlieBlich die Entstehung der héheren Fettsaiuren.“ 
Da8B Virchow mit dem Ausdrucke ,,fettiger Degeneration“ eine 
wirkliche Umwandlung von ProtoplasmaeiweiB in Fett, nicht 
etwa bloB eine Abspaltung von Fettsiureradikalen aus den in 
den Zellen enthaltenen Protagonen oder Lecithinen gemeint hat, 
wie Fr. Miiller (27) ihren chemischen Vorgang auf die letzte 
Weise definiert, dariiber hat neuerdings G. Rosenfeld (28) ein- 
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gehenderweise diskutiert und den Standpunkt von Virchow 
klargestellt. 

Demnach steht es fest, dal die Entscheidung der in Kede 
stehenden Fragen ohne einwandsfreie Bestimmung simtlicher 
hoher Fettsiuren ganz unmdglich ist. Leider sind alle bisherige 
Untersuchungen, welche sich mit den Fettbildungsfragen im Tier- 
korper beschaftigt haben, mit fehlerhaften Methoden angestellt 
worden. Daher bediirfen die bisher gewonnenen Resultate betreffs 
genannter Fragen einer erneuten Revision mittels einer einwands- 
freien Methode. 

Wenn wir somit vorschlagen, zur Fettbestimmung tierischen 
Materials hohe Fettsiuren allein zu beriicksichtigen, so wird es 
jedem Unbefangenen im ersten Augenblicke etwas befremdend 
erscheinen, weil das tierische Neutralfett regelmaBig Triglyceride 
hoher und niedriger Fettsiuren darstellt. Zieht man indessen die 
Zusammensetzung tierischen Fettes etwas genauer in Betracht, 
so wird man leicht einsehen, daB unsere Auffassung durchaus be- 
griindet und zweckmabBig ist. Sucht man in dem groben Werke der 
Fettchemie von Benedikt-Ulzer sowie im Buch von Lewko- 
witsch nach den Hehnerschen Zahlen, so lauten die haupt- 
sichlichen Angaben dariiber, wie folgt: 








Art der Fette Hehnersche Zahl Kemerkungen 
Hundefett 95,7 Mittel von 2 Bestimmungen 
Pferdefett 95.9 “ ae i 

Schweinefett 95,7 a “ ® 

Hammelfett 95,5 a oh 
Rindstalg 95,6 ss ae 

Gesamtmittel 95,7 


Die Hehnersche Zahlen geben bekanntlich die Menge der 
wasserunléslichen Fettsiuren in 100 g Neutralfett an. Die nach 
unserer Methode dargestellten Fettsiuren sind auch nichts anders 
als die wasserunléslichen Fettsiuren. Demnach sind die beiden Fett- 
siuren identisch. Das Neutralfett der meisten Siugetiere besteht 
somit zu 95,7%, aus hohen Fettsiuren. Die fehlenden 4,3°% ge- 
héren dem Glycerin und den niederen Fettséuren an. Die Menge 
der letzteren kann man aus Reichert - Meiblscher Zahl leicht 


berechnen. 
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Die Angaben dariiber im Benedikt-Ulzer lauten: 





Reichert - Mei8lsche 


Art der Fette Zab Bemerkungen 
Menschenfett 0,30 
Rindstalg 0,50 
Schweinefett 0,68 
Hundefett 0,57 
Pferdefett 0,65 
1.89 Mittel von 2 Analysen, welche 


ganz besonders hohe Werte er- 
geben haben 





Summa 4,59 
Mittel 0,765 


Rechnet man diese Zahl auf Buttersiure um, so entspricht die 
Menge derselben 0,135% des Neutralfettes. Demnach enthilt das 
Siugetierfett fliichtige Fettsiuren in der Regel in einer so ge- 
ringen Menge, dal} man dieselbe fiir die gew6hnliche Analyse ohne 
merklichen Fehler ganz vernachlassigen kann. Nur das Butter- 
fett, einige Tranarten und einige Pflanzendle enthalten dieselben 
in etwas gréBerer Menge. Dab die Reichert - MeiBlsche Zahl 
in der Fettchemie vielfach gewiirdigt wird, hat hauptsichlich 
wohl darin seinen Grund, weil man von unbekannten Fetten durch 
die Feststellung der genannten Zahl die Natur derselben charak- 
terisieren kann, um hieraus weitere Untersuchungen anzuknipfen. 
Fiir die bekannten Fette der Saéugetiere, deren Reichert - MeiBl- 
sche Zahl verschwindend klein ist, hat ihre Feststellung fast keine 
Bedeutung. Daher kann man bei ihnen ohne nennenswerten 
Fehler die Menge derselben ganz vernachlissigen und ihr Neutral- 
fett einfach als Triglyceride der hohen Fettsiuren betrachten. 
Demnach wiirde das Fett der meisten Siugetiere zu 95,7% in 
hohen Fettsauren und zu 4,3% in Glycerin bestehen. Der Faktor, 


mit dem sich die Menge des Neutralfettes aus den hohen Fettsauren 
berechnen laBt, betriigt somit hier 1,045. Wir haben bei der bis- 
herigen Betrachtung, die gefundenen Fettsiuren in Neutralfett 
umzurechnen, den Faktor 1,046 als richtigen Wert gefunden. Die 
beiden Werte stimmen demnach fast vollkommen iiberein. Hier- 
aus kann man zur Geniige ersehen, da8 die Feststellung der hohen 
Fettsiuren unzweifelhaft die rationellste Methode der Fettbestim- 
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mung ist. Die Angaben von Bogdanow (29) sowie von Dor- 
meyer, da im Fleischmaterial zwei Arten von Fetten, namlich 
eine leicht extrahierbare interstitielle und eine schwer extrahier- 
bare parenchymatése mit gréBerer Menge fliichtiger Fettsauren, 
existieren sollen, sind einfach deshalb unhaltbar, weil wir mittels 
der Alkoholmethode unter Benutzung von HeiBextraktor imstande 
sind, alle Verbindungen mit Fettsiureradikalen aus dem Fleisch- 
pulver vollstindig herauszuziehen, wenn man dasselbe geniigend 
fein pulverisiert. Auch ware es in hohem Mabe merkwiirdig und 
unverstandlich, daB in getrocknetem und fein pulverisiertem 
Fleischmaterial, in welchem die Zellen zum groBen Teil zertrimmert 
und durchgemischt worden sind, dennoch das Fett des Intersti- 
tiums und das des Parenchyms sich in véllig getrenntem Zustande 
vorfinden sollen. 

In der Stoffwechsel- und Ernahrungsphysiologie hat sich seit 
langer Zeit der Modus eingebirgert, die Menge der EiweiBkorper 
aus Stickstoff und die der Kohlenhydrate aus der Reduktionskraft 
zu berechnen, weil die quantitative Isolierung derselben in den 
meisten Fallen fast unméglich ist. Nur die Fettbestimmung wurde 
in dieser Hinsicht stiefmiitterlich behandelt. Der tief einge- 
wurzelte Irrtum, daB das Fett allein sich durch einfache Extrak- 
tion aus dem Organpulver genau quantitativ isolieren liebe, 
hat uns bis jetzt zu groben Fehlern Veranlassung gegeben. 
Dieser Irrtum ist um so auffalliger, da die indirekte Fettbestim- 
mung von hohen Fettsauren aus wegen der groBen Stabilitaét und 
wegen des gréBeren Prozentgehaltes derselben ungleich sicherer 
und genauerer ist, als die indirekte Bestimmung der EiweiBkorpe1 
und Kohlenhydrate. 

Demnach halten wir fiir berechtigt, auszusprechen, da unsere 
direkte Verseifungsmethode fiir die Fettanalyse tierischen Mate- 
rials unter allen Umstinden die erste Grundlage bildet. Je nach 
der Anforderung der Genauigkeit wird dann unverseifbare Sub- 
stanz nach der von uns ausgearbeiteten Methode von den Fett- 
siuren getrennt und ferner durch die Phosphorbestimmung des 
Alkohol-Atherextraktes die Menge des Lecithins berechnet, wenn 
auch die Richtigkeit derartiger Berechnung noch nicht auBer 
allem Zweifel erwiesen worden ist. Wenn sich alsdann von dem- 
selben Urmaterial eine gewisse Menge reineren Fettes durch Aus- 
schmelzen gewinnen laBt, und wenn damit verschiedene quantitative 


23* 





346 M. Kumagawa und K. Suto: 


Reaktionen der Fette angestellt werden, so hat man zurzeit an- 
nahernd ein vollstandiges Bild der Fettanalyse vor sich, solange 
die quantitative Isolierung der einzelnen Fettarten tierischen 
Materials unserer Scheidekunst trotzt. 
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Uber die Fettbestimmungen 
der Faeces und einiger Nahrungsmittel nach der neuen 
Methode von Kumagawa-Suto. 


Von 


Ryotaro Inaba. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut an der Universitit Tokio.) 


(Eingegangen am 1. Oktober 1907.) 


Im vorigen Sommer habe ich auf Veranlassung und unter 
der Leitung von Prof. M. Kumagawa die Stoffwechsel- und 
Ernahrungsverhiltnisse unserer ackerbauenden Landleute in zwei 
Provinzen Japans in der Nahe von Tokio untersucht. Bei diesen 
Untersuchungen habe ich den Fettgehalt der Faeces und Nah- 
rungsmittel ausschlieBlich nach der neuen Methode von Kuma- 
gawa - Suto bestimmt. Gelegentlich habe ich einige vergleichende 
Untersuchungen der neuen Methode mit der altgebrauchlichen 
Soxhletschen angestellt. Indem ich die ausfiihrliche Publikation 
dieser Stoffwechseluntersuchungen fiir die nachste Zeit verspreche, 
erlaube ich mir jetzt, die Hauptresultate der vergleichenden Fett- 
bestimmungen allein zu ver6ffentlichen. 

Von den getrockneten und pulverisierten Nahrungsmitteln 
und Kotmassen wurde jedesmal genau bekannte Menge einmal 
im Soxhletschen Apparate 12 Stunden mit absolutem Ather 
extrahiert. Nachdem die Menge des gereinigten Atherextraktes 
festgestellt war, wurde dasselbe dann mittels alkoholischer Lauge 
verseift und die Menge der darin enthaltenen hohen Fettsauren 
(Petrolaitherextrakt) ermittelt. Alsdann wurde das extrahierte 
Restpulver nach der neuen Methode von Kumagawa-Suto 


verseift und die noch restierende Menge der hohen Fettsauren 
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bestimmt. Andererseits wurde genau gleiche Menge Pulver- 
material direkt nach Kumagawa-Suto auf den Gehalt an 
hohen Fettsiuren untersucht. 

In bezug auf die neue Methode sei hier nur so viel bemerkt, 
dai bei den starkereichen Nahrungsmitteln, wie bei dem Reis-, 
Gersten- resp. Weizenpulver, das Verseifungsgemisch nach der 


Uberneutralisation 15—30 Minuten auf dem Wasserbade erwiirmt 





wurde, damit der Starkekleister vollstindig in Lésung iiber- 
gefiihrt wird. Zur Fettbestimmung des Faeces werden 2—3 g 
Kotpulver mit 40—50 ecem 5facher Normallauge 2—3 Stunden 
auf dem Wasserbade zerkocht. Hierbei bleibt in der Regel je nach 
dem Cellulosegehalt ein mehr oder weniger unldéslicher Boden- 
satz zuriick, was aber die Genauigkeit der Analyse nicht beein- 
trichtigt. Nach der Uberneutralisation des Verseifungsgemisches 
im Scheidetrichter mittels der entsprechenden Menge 20prozentiger 
Salzsiure wird die Mischung mit etwa 70 cem Ather geschiittelt. 
Hierbei schligt sich auBer in der Mitte noch am Boden ein Teil 
des Niederschlages nieder, welcher vor dem AbgieBen der Fliissig- 
keiten zweckmaBiger mittels eines Glasstabes vorsichtig durch- 
gestoBen wird. Nachdem der gesamte Niederschlag durch Auf- 
gieBen heiber Normallauge in ein Becherglas gesammelt worden 
ist, wird derselbe etwa 10O—15 Minuten auf dem Sandbade erwarmt, 
um den léslichen Anteil vollstandig aufzuschlieBen. Ein kleiner 
Teil bleibt auch hierbei immer noch ungelést zuriick, was un- 
vermeidlich ist. Alle sonstigen Operationen werden genau nach der 
Vorschrift von Kumagawa-Suto ausgefiihrt. Wiahrend ferner 
bei den eigentlichen Untersuchungen die hohen Fettsiuren nach 
Abzug der ebenfalls nach der neuen Methode von Kumagawa- 
Suto festgestellten unverseifbaren Substanzen mit dem Faktor 
1,046 auf Neutralfett umgerechnet wurden, habe ich bei diesen 
Untersuchungen die hohen Fettsiuren ohne Abzug der genannten 
Substanzen direkt als Neutralfett berechnet. Der kleine Fehler, 
welcher hierdurch eintreten sollte, beeintrachtigt die Richtigkeit 
dieser Betrachtungen nicht, weil die aus dem Soxhletschen 
Atherextrakte dargestellten Fettsiiuren ebenfalls ohne Abzug 
direkt auf Neutralfett berechnet wurden. 

Alle direkt bestimmten Zahlen, welche den folgenden Be- 
trachtungen zugrunde gelegt wurden, sind in der Tabelle 1 ver- 


zeichnet. 
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Tabelle IL. 
_— Ather- Fett- Restfett- | Fettsiuren 
= derSub-, ¢Xtrakt  siuren im/| séiuren im nach 
3 Substanz hme nach Ather- Pulver- A+B |Kumaga- 
4 ; " |Soxhlet  extrakt  riickstand | wa-Suto 
£ g (A) (B) g 
| Kotpulver I 2.5 | 0,3490 | 0.3208 | 9,0509 | 0,3717 0,3775 
2 KotpulverIT 2,5  0,2883 0,2487 0,0496  0,2983 — 0,2990 
3 KotpulverII] 2,5 0.2878 | 0,2441 0,0426 | 0.2867 0,2860 
4 KotpulverIV 2,5 0,3571 0,3091 0,0381 0,3472  0,3520 
5 | Reispulver 2,0 0.0096 0.0048 0,0188 0,0236 0,0250 
6 Gerstenpulver 2,0 0,0280 , 0,0182  0,0304 | 0,0486 — 0.0581 
7 Reisgersten- 
pulver 2.0 0.0142 0,0090  0,0230 . 0,0320  0,0325 
%| Tofupulver 20 0.4908  0,4572 0,0530 | 0.5102 0.5119 
9 Misopulver 0 0.1052 , 0.1004 0,0604 0,1608 0,1614 
10; Kartoffel- 
pulver 20  0,0042 00,0026 0.0084 = 00,0110 — -0,0108 
11 |Weizenpulver’ 2,0 | 0,0018 0,0010 | 0,0266 | 0,0276 | 0,0286 


Alle Nahrungsmittel waren vor der Trocknung in genieBbarer 


Form zubereitet. 


Tabelle II. 
In dieser Tabelle sind alle hohen Fettsiuren mit dem Faktor 
1,046 auf Neutralfett umgerechnet, um dieselben mit dem So xhlet - 





schen Atherextrakt direkt vergleichen zu kénnen. 


| 


Neutral-  Neutral- | 











z . Menge Napa im ‘Teer | mentee 
5 Substanz der Sub-| Soxhiet| extrakt Pulver- 
| Stanz \(A 1,046) riickstand | 
i. g | Ps eo namie 
| Kotpulver I 2,5 0.3490 0.3355 0.0532 
2 | Kotpulver I 2.5 0,2883 | 0,2601 | 0,0519 
3 | Kotpulver I; 2,5 0,2878  0,2554  0,0446 
4 |KotpulverIV) 2,5  0,3571 | 0,3232 — 0,0399 
5 | Reispulver 2,0 | 0,0096  0,0050 | 0,0197 
6 |Gerstenpulver 2.0  0,0280 0,0190 | 0,0318 
7 | Reisgersten- 
pulver 2,0 | 0,0142 | 0,0094 | 0,0241 
8 | Tofupulver 2,0 0,4908 | 0,4783 | 0,0554 
9 | Misopulver ; 2.0 | 0.1052 | 0,1050 | 0,0632 | 
10 jaremaueaaed 
| ver 2.0 | 0,0042 0,0027 | 0,0088 
11 | Weizenpulver} 2.0  0,0018 § 0,0011 | 0,0278 


(A+B) 
«1,046 


0,3887 


0,3120 | 
0,3000 | 


0,3631 


0,0247 | 


0,0508 


0,0335 


0,5337 | 
0,1682 


0,0115 | 
0.0289 


| Neutralfett 

| nach Ku- 

|magawa- 
Suto 

| (Fettsauren 
>»<1,046) 


0,3949 
0,3127 
0,2991 
0,3681 
0,0261 
0,0608 


0,0340 
0.5355 
01689 


0,0113 
0,0299 
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Tabelle UI. 


In dieser Tabelle sind sowohl die So x hletschen Atherextrakte 
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wie alle aus den hohen Fettsauren berechneten Neutralfette in 


Prozenten der betreffenden Substanzen berechnet. 
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Tabelle IV. 


Silica, Neutral- Neutral- 
Menge uh onal fett fett im 
Substanz der Sub- Soxhlet |i Ather-| Pulver- 
stanz extrakt — riickstand 
% % % 
Kotpulver I 100 | 13,960 13,420 2,128 
|Kotpulver II 100 | 11,532 10,404 2,076 
‘Kotpulver TTI) 100 | 11,512 10,216 | 1,784 
\KotpulverIV 100 = 14,284 =: 12,928 1,596 
Reispulver 100 0,480 0,250 0,985 
Gerstenpulver 100 1,400 0,950 1,590 
Reisgersten- 
pulver 100 0,710 0.470 1,205 
Tofupulver 100 24,540 , 23,915 2,770 
Misopulver 100 5,260 5,250 3,160 
Kartoffelpul- 
ver 100 6,210 0,135 0,440 
Weizenpulver 100 0,090 0,055 1,390 


(A+ B) 
«1,046 


% 


15,548 
12,480 
12,000 
14,524 
1,235 
2,540 


1,675 
26,685 
8,410 


0,575 


1,445 


Neutralfett 

nach Ku- 

magawa- 
Suto 

% 

15,796 
12,508 
11,964 
14,724 
1,305 
3.040 


1,700 
26,775 
8,445 
O,565 
1.495 


In der folgenden Tabelle wurde die Menge des Atherextraktes 
nach Soxhlet in Prozenten des Neutralfettes nach K umagawa- 
Suto berechnet. 





Nummer 


Substanz 
Kotpulver I 
Kotpulver II 
Kotpulver IT] 
Kotpulver IV 
Reispulver 
Gerstenpulver 
Reisgerstenpulver 
Tofupulver 
Misopulver 
Kartoffelpulver 
Weizenpulver 


Differenz 
(Verlust) 


—11,61°, 
— 7,81 
3,80 
— 2,99 
— 63,28 
— 53,92 


— 58,22 


greeny Atherextrakt 
Suto nach Soxhlet 
100 88,39 °/, 
100 92,19 
100 96,20 
100 97,01 
100 36,72 
100 46,08 
100 41,78 
100 91,66 
100 62,32 
100 37,18 
100 6,02 


~~" 
— 37,68 
— 62,82 
— 93,98 
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Die Zahlen in der letzten Kolonne zeigen, wie mangelhaft 
die Extraktion nach Soxhlet ist. Zu bemerken ist hierzu noch, 
daB das Soxhletsche Atherextrakt kein reines Fett ist. Dasselbe 
enthalt vielmehr in bedeutender Menge Verunreinigungen, wie 
die folgende Tabelle dieses Verhalten beleuchtet. 


Tabelle V. 

In dieser Tabelle wurde die Menge des So xhletschen Ather- 
extraktes mit der des darin enthaltenen Neutralfettes in Prozenten 
verglichen, um die im ersteren enthaltenen Verunreinigungen 
zahlenmiBig angeben zu kénnen. 





| Neutralfett im| , ‘ ee 
Nummer Substanz Atherextrakt Atherextrakt Differenz (Ver- 
(A ><1,046) nach Soxhlet unreinigungen) 


l Kotpulver I 100 104,0 °/, + 4,0°, 
2 Kotpulver I] 100 110.9 -+-10,9 
3 Kotpulver II 100 112,7 +12,7 
4 Kotpulver 1V 100 110.5 + 10,5 
D Reispulver 100 192.0 +- 92.0 
6 Gerstenpulver 100 147,3 + 47,3 
7 Reisgerstenpulver 100 151,1 +-51,1 
8 Tofupulver 100 102,6 + 2,6 
9 Misopulver 100 100,2 + 0,2 
10 Kartoffelpulver 100 154,4 + 54,4 
11 Weizenpulver 100 172,1 72, 


In den relativ fettreicheren Miso- resp. Tofupulvern sind die 
Verunreinigungen im Atherextrakt verhiltnismaBig gering, in den 
fettarmeren Getreidearten dagegen auBerordentlich groB. Die Ver- 
unreinigungen betragen beim Gerstenpulver 47,3°%, beim Reis- 
gerstenpulver 51,1°%, beim Weizenpulver 72,1°%, und beim Reis- 
pulver sogar 92,0%, obwohl die Atherextrakte selber, wie oben 
erwaihnt, nur 6—46% der wirklich in ihnen enthaltenen Neutral- 


fette ausmachen. 


Tabelle VI. 
In dieser Tabelle wurde die Menge des Neutralfettes im Ather- 
extrakte mit derjenigen des im extrahierten Pulverriickstande 


restierenden Neutralfettes verglichen. 
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Neutralfett im Ather- | Neutralfett im Pulver- 


med nee extrakt (A 1,046) | rckstand (B 1,046) 
1 Kotpulver I 100 15,87 °/, 
2 Kotpulver IT 100 16,95 
3 Kotpulver II 100 17,47 
4 Kotpulver IV 100 12,34 
a) Reispulver 100 39,31 
6 Gerstenpulver 100 167,5 
7 Reisgerstenpulver 100 256,4 
8 Tofupulver 100 11,58 
9 Misopulver 100 60,19 
10 Kartoffelpulver 100 323,6 
11 Weizenpulver 100 2527.0 


Die Menge des Neutralfettes, welche nach der Soxhletschen 
Atherextraktion im Pulverriickstande noch zuriickbleibt, betraigt 
bei Kotarten 12—20%, bei den Getreidearten dagegen 167 —2527°, 
des im Atherextrakte enthaltenen Neutralfettes. 


Tabelle VII. 
In dieser Tabelle wurde die Menge des Neutralfettes im Ather- 
extrakte nach Soxhlet mit derjengen des nach Kumagawa- 
Suto verglichen, indem die letztere gleich 100 gesetzt wurde. 





Neutralfettnach| Neutralfett im 


Nummer Substanz Kumagawa-| Atherextrakt Differenz 
Suto |nach Soxhlet; ‘Verlust) 
] Kotpulver I 100 84,98 15,02 °/, 
2 Kotpulver II 100 83,18 — 16,82 
3 Kotpulver III 100 85,35 — 14,65 
4 Kotpulver IV 100 87,82 12,18 
D Reispulver 100 19,16 - 80,84 
6 Gerstenpulver 100) 31,18 68,82 
7 Reisgerstenpulver 100 27,65 72,35 
8 Tofupulver 100 89,35 10,67 
9 Misopulver 100 62,20 — 37,80 
10 Kartoffelpulver 100 24.06 -75,94 
11 Weizenpulver 100 4,08 96,32 


Die Menge des Neutralfettes im Soxhletschen Atherextrakte 
betrigt bei Kotarten 83—89%, bei den Getreidearten 3,7—31% 





des Neutralfettes nach Kumagawa - Suto. Der Verlust betrigt 
demnach bei den ersteren 12—17%, bei den letzteren dagegen 
69—96%. 
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Tabelle VIII. 


SchlieBlich wurde die Summe des Neutralfettes im Ather- 
extrakte und des im Pulverriickstande mit der direkt festgestellten 
Menge des Neutralfettes nach Kumagawa-Suto verglichen. 





Neutralfett nach 


| 


Nummer Substanz Kumagawa- (A + B)<1,046 Differenz 
Suto- | 
Kotpulver I 100 98,45% | — 1,55%, 

2 Kotpulver I 100 99,77 — 0,23 
3 Kotpulver III 100 100,2 +- 0,2 
4 Kotpulver IV 100 98,63 — 1,37 
5 Reispulver 100 94,64 — 5,36 
6 Gerstenpulver 100 83,56 — 16,44 
7 Reisgerstenpulver 100 | 98,51 — 1,49 
8 Tofupulver 100 | 99,68 — 0,32 
9 Misopulver 100 | 99,63 — 0,37 
10 Kartoffelpulver 100 101,70 + 1,70 
11 Weizenpulver 100 96,65 - 3,35 


Die beiden Werte stimmen (ausgenommen Nr. 6, Gersten- 
pulver) im allgemeinen gut iiberein. Die direkte Methode liefert 
in den meisten Fallen etwas bessere Resultate. Dieselbe ist unter 
allen Umstiinden vorzuziehen, weil die Ausfiihrung derselben 
ungleich einfacher und sicherer ist. 

Die mitgeteilten Untersuchungen haben uns gezeigt, dab 
die bis jetzt fast allein gebrauchliche Methode der Soxhletschen 
Atherextraktion zur quantitativen Fettbestimmung der Nahrungs- 
mittel keinen richtigen Wert liefert. Die Extraktion ist in den 
meisten Fallen auBerst mangelhaft, und die gewonnenen Ather- 
extrakte enthalten dabei in ganz bedeutender Menge Verunreini- 
gungen. Die direkte Verseifungsmethode nach Kumagawa- 
Suto ist auch fiir die pflanzlichen Nahrungsmittel, sowie fiir die 
Faeces als die vortreffliche Fettbestimmungsmethode erwiesen 
worden. F 

Anhang. 

Im folgenden fiihre ich einige Zahlen fiir die unverseifbaren 
Substanzen an, welche ich in den oben erwahnten Faeces und 
Nahrungsmitteln nach der neuen Methode von Kumagawa- 
Suto ermittelt habe. 








: 
| 
{ 
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Menge der 


Nummer Substanz Subaions 
1 Kotpulver I 2,5 
2 Kotpulver II 2,5 
3 Kotpulver III 25 
4 Kotpulver IV 2,5 
® | Reispulver 4,0 
6 Reisgerstenpulver, 4,0 
7 Tofupulver 2,0 
8 Misopulver 2,0 
5) Weizenpulver 4,0 


Fettsiuren 
(inkl. unverseifb. 
Subst. nach 

K.-S. 


g 
0.3775 
0.2990 
0,2860 
0,3520 
0,0500 
0,0650 
0.5119 
0.1614 
0.0572 


(A) 


Unverseif- 
bare Sub- 
stanzen. (B) 


§ 
0,0454 
0,0417 
0.0337 
0.0472 
0,0012 
0,0028 
0,0057 
0,0033 
0,0016 


B& Loo 


12,03 °/, 
13,93 
11,77 
13,42 
2,40 
3,52 
1,11 
1,75 
3,46 


Da der Gehalt der unverseifbaren Substanzen in den Fett- 


sauren der Faeces iiber 10%, betrigt, so diirfen dieselben bei der 


Berechnung des Neutralfettes nicht ganz vernachlissigt werden. 








Untersuchungen itiber den Blutzucker. II. 


(Nebst einigen Bemerkungen zu der Arbeit von E. Freund ,,Zur 
Frage des Albumosengehaltes des Blutes‘‘').) 


Von 
Leonor Michaelis und Peter Rona. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des stidtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1908.) 


In einer friiheren Mitteilung?) haben wir die Entfernung des 
EiweiBes durch Adsorption dazu benutzt, um das Serum fiir 
die Zuckerbestimmung vorzubereiten. Aus theoretischen Uber- 
legungen benutzten wir parallel einerseits das elektronegative 
Kaolin, andererseits das elektropositive Eisenhydroxyd, um zu 
priifen, ob die dabei gefundenen Zuckerwerte identisch seien. Es 
wire mdéglich gewesen, da etwa in kolloidaler Bindung vor- 
handener Zucker gegen elektrisch entgegengesetzte Adsorbentien 
sich verschieden verhielte. Eine derartige Méglichkeit lag auf 
Grund der neueren Erfahrungen auf dem Gebiete der Kolloid- 
chemie durchaus vor*). Wir fanden nun nach der Kaolinmethode 
durchgingig merklich mehr Zucker als nach der Eisenmethode 
und warfen die Frage auf, ob diese Differenz in obigem Sinne 
zu deuten sei. Weitere Untersuchungen ergaben jedoch, dab 
der scheinbar héhere Zuckerwert nach der Kaolinmethode darauf 
zuriickzufiihren ist, daB geringe, das Kaolin verunreinigende 
Mengen Magnesiumsalze (auf 300 g Kaolin etwa 0,020—0,025 g 
MgO) ins eiweibfreie Filtrat gelangen und schlieBlich als MgO, 


1) Diese Zeitschr. 7, 361, 1907. 

2) Diese Zeitschr. 7, 329, 1907. 

3) Vgl. z. B. L. Michaelis, Die Adsorptionsaffinitaten des Invertins. 
Diese Zeitschr. 7, 488, 1907. 


oman skated nes Serena am 

















deanna Saimin Aerials RT 








L. Michaelis und P. Rona: Untersuchungen iiber den Blutzucker. I]. 357 


von dem Kupfer vollkommen verdeckt, mit zur Wagung ge- 

langten. Das erklairt aber unsere Differenzen zur Geniige. Dies 

zeigen die iibereinstimmenden Werte bei parallelen Bestimmungen 
mit Hilfe des Polarimeters. 

1. 100 cem zwei Tage altes Serum vom Pferd enthielt nach der 
Kaolinmethode 0,072 g Zucker, nach der Eisenmethode 
0,075 g (mittels Reduktion bestimmt: 0,071 g). Nach Ver- 
yairung desselben Serums weder mit der Kaolin- noch mit 
der Eisenmethode Zucker nachweisbar. 

2. 50 cem Plasma vom Pferd enthielt nach der Kaolinmethode 
0,0397 g (nach Knapp titriert 0,042 g), nach der Eisen- 
methode 0,0372 g Zucker. 

3. 50 com Plasma vom Pferd enthielt nach der Kaolinmethode 
0,0416 g, nach der Eisenmethode 0,0424 g Zucker. 

4. 100 ccm zwei Tage altes Plasma vom Pferd enthielt nach der 
Kaolinmethode 0,066 g, nach der Eisenmethode 0,069 g 
Zucker. 

5. 50 cem Plasma vom Pferd enthielt nach der Kaolinmethode 
0,0750 g, nach der Eisenmethode 0,0730 g Zucker. 

6. 50 cem Plasma vom Pferd enthielt nach der Kaolinmethode 
0,068 g, nach der Eisenmethode 0,064 g Zucker. 

Die eine polarimetrische Bestimmung Nr. 36 unserer friiheren Mit- 
teilung mu auf einem nicht mehr eruierbaren Fehler beruhen. 

Wir brauchen kaum zu erwahnen, da durch diese Fehler- 
quelle unsere Kontrollversuche nicht bertihrt werden, die sich 
damit beschiftigt haben, kiinstlich dem Serum zugesetzten Zucker 
wiederzugewinnen; denn da bei der Zuckerbestimmung des ur- 
spriinglichen, zuckerarmen und des kinstlich mit Zucker ver- 
setzten Serums dieselbe Methode angewendet wurde und es nur 
auf die Differenz der beiden Werte ankam, so fallt der Fehler 
heraus. 

Methodisch wire also nachzutragen, daBb bei der Kaolin- 
methode nicht die gravimetrische, sondern die polarimetrische 
oder eine der titrimetrischen Methoden, so z. B. nach Knapp 
oder Bang!) angewendet werden soll. 

Fiir die oben aufgeworfene theoretische Frage ergeben aber 
unsere Versuche demnach, daBb auf diesem Wege kein Anhalts- 


1) J. Bang, Cher Bestimmung des Blutzuckers. Diese Zeitschr. 7,329. 
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punkt fiir das Vorhandensein eines kolloidal gebun- 
denen Zuckers zu finden ist. Der Zucker des Blutes verhalt 
sich auch gegeniiber Adsorbentien wie gewohnlicher, freier Zucker. 

Was die Eisenmethode anlangt, so ist diese im Gegensatz zur 
Kaolinmethode (welche Hamoglobin nicht entfernt), nicht nur fiir 
Serum oder Plasma, sondern auch fiir das Blut anwendbar. Wird 
z. B. 1 Teil defibriniertes Blut aufs 10fache mit Wasser verdiinnt, 
mit 2 Teilen Eisenhydroxyd (Ferr. oxyd. dialys. liquid.) versetzt 
und geringe Mengen eines Elektrolyten, NaCl oder MgSO, bis zur 
deutlichen Ausflockung hinzugefiigt, so erhielten wir ein wasser- 
klares, eiweiBfreies Filtrat. Die vollkommene Adsorption nicht 
nur des Himoglobins, sondern auch der Serumfarbstoffe ist ein 
ganz besonderer Vorteil dieser Methode. Auch fiir die Vorbe- 
reitung der polarimetrischen Zuckerbestimmung im Harn, nament- 
lich in eiweibhaltigem, ist die Kisenmethode sehr gut anwendbar. 

Zum SchluB méchten wir noch auf einige Bemerkungen von 
Freund!) eingehen, die die EnteiweiBung mit Mastix betreffen. 
Die Mastixmethode nicht als ,,Enteiweibungsmethode“ gelten zu 
lassen, weil Albumosen teilweise mitgerissen werden, ist Sache 
der Definition. Uns interessierte gerade im Gegenteil das dem 
EiweiB gleiche Verhalten eines Teils der Albumosen gegeniiber dem 
Mastix, und auch E. Zunz?) hat sich mit dieser Frage daraufhin 
eingehend beschiiftigt. DaB bei einer Methode der EnteiweiBung 
das Unberiihrtbleiben der Albumosen nicht eo ipso involviert sein 
muB, zeigen am besten die EnteiweiBungsmethoden mit Kaolin 
und Eisenhydroxyd, bei denen die Albumosen in noch viel hGherem 
MaBe mitentfernt werden als beim Mastix; ihr Wert fiir die Be- 
stimmung des Zuckers und der tieferen Abbauprodukte (Amino- 
siuren*®) usw.) wird deswegen doch sicher nicht beeintrachtigt! 

Das fiir E. Freund ,,Uberraschende“‘ der Methode fiallt fort. 
Niemals haben wir ein Nachwaschen der voluminésen Mastix- 
tiweiBniederschlige empfohlen oder nur versucht, sondern wir 
arbeiteten, wenn es darauf ankam, ohne nachzuwaschen mit ab- 
gemessenen, aliquoten Teilen des Filtrats. Was schlieBlich den 


1) Diese Zeitschrift 7, 361. 

2) E. Zunz, Contribution 4 étude des Protéoses. Arch. intern. de 
Physiol. 5, 245, 1907. 

8) Das Verhalten der Elektrolyte bei der Mastixfallung. Diese Zeitschr. 
6, 1 (vgl. S. 12ff.). 
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Vorwurf Freunds betrifft, dab wir auf die gleichzeitige Adsorption 
sonstiger Bestandteile keine Riicksicht genommen hatten, daf wir 
erst“ nach der ersten Publikation uns diese Fragen vorlegten, 
so kénnen wir ihm erwidern, da} wir diese Fragen natiirlich von 
Anfang an mit verfolgten, so daB wir in der Lage waren, sie in 
den fast unmittelbar folgenden zwei Publikationen’) ausfiihrlich 
zu behandeln und prinzipiell zu erledigen. Jedenfalls ergab sich 
aus diesen systematischen Untersuchungen, neben anderen Resul- 
taten, da die Methode zum qualitativen Nachweis der Albumosen 
mit Vorteil angewendet werden kann. 


1) Beitrag zur Frage der kolloidalen Natur von Albumoselésungen. 
Diese Zeitschr. 3, 109. Uber die Léslichkeitsverhiltnisse von Albumosen 
und Fermenten mit Hinblick auf ihre Beziehungen zu Lecithin und Mastix. 
Ebenda 4, 11. Wenn Freund von dem scheinbaren Verlust von 0,04 g 
Albumosen-N, den wir bei einer willkiirlichen Versuchsanordnung gefunden 
haben von den dem Blute zugesetzten 0,296 g Albumosen-N wurden 
hierbei 0,255 g N zuriickgewonnen — behauptet: ,,Das ist nun aber ge- 
rade jene GréBe an Albumosen, die im Blute von den verschiedensten 
Autoren gefunden wurde,“ so eriibrigt es sich, auf diese merkwiirdige 
SchluBfolgerung, die eine zufillige absolute Zahl mit einer relativen Zahl 
verwechselt und plétzlich 100°, Verlust supponiert, naiher einzugehen. 
Es handelt sich ja niemals um den Verlust einer bestimmten, absoluten 
Anzahl von mg Albumosen, sondern um einen gewissen prozentischen 
Anteil. (Vergleiche unsere Tabelle diese Zeitschr. 4, 15.) 
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Zur Frage des Albumosengehaltes des Blutes und speziell 
des Plasmas. 


Von 


Emil Abderhalden. 


(Eingegangen am 21. Januar 1908.) 


Im siebenten Bande dieser Zeitschrift, S. 361, hat Ernst 
Freund in Wien die vorliegenden Ergebnisse der Versuche, 
Albumosen im Blute nachzuweisen, einer temperamentvollen 
Kritik unterworfen, die sich vor allem gegen unsere Untersuchungen 
richtet. Wir wiirden es im Interesse der objektiven Forschung 
vorziehen, Freunds Angriffe und vor allem den Wert seiner 
eigenen Untersuchungen durch nochmalige eingehende Versuche 
zu priifen, ehe wir Stellung zu seinen Ausfiihrungen nehmen; 
allein die Tatsache, daB Freund den Tatbestand in uns ganz 
unbegreiflicher Weise nach mehreren Richtungen vollstandig 
entstellt widergibt, zwingt uns, den irreleitenden Angaben 
Freunds mit aller Entschiedenheit schon jetzt entgegenzutreten. 

Freund sucht den Anschein zu erwecken, als wire ich der 
einzige Autor, der behauptet, im Blute keine ,,Albumosen“ auf- 
gefunden zu haben. Er stellt mir gegeniiber die Arbeiten von 
Embden und Knoop, Langstein, v. Bergmann und Lang- 
stein, Morawitz und Dietschy, F. Kraus und seine eigene 
Arbeit. Schon diese Angabe enthalt einen groBen Irrtum. 
Morawitz und Dietschy stehen genau auf dem Standpunkt, den 
meine Mitarbeiter und ich eingenommen haben!). Es seien hier 
ihre Versuche angefiihrt. Ihr Verfahren war folgendes: ,,GroBen 
Hunden, die ‘sich in voller Verdauung nach reichlicher Fleisch- 
nahrung befanden, wurden 250 ccm Blut entzogen und in ca. 5 | 


1) P. Morawitz und R. Dietschy, Cber Albumosurie, nebst Be- 
merkungen iiber das Vorkommen von Albumosen im Blut. Arch. f. experim. 
Pathol. u. Pha:makol. 54, 97—98, 1905. 
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auf 80° erhitzter physiologischer Kochsalzlésung, die mit etwas 
Kaliumphosphat schwach angesiuert war, aufgefangen. Das Blut 
gelangte stets in diinnem Strahl in die Salzlésung, die energisch 
geruhrt wurde, so dai die Bildung umfangreicherer Koagula ver- 
mieden wurde. Das Filtrat wurde auf ca. 1 | auf dem Sandbade 
bei 50—60° eingeengt und dann in der friiher beschriebenen Weise 
mit Alkohol und Zinksulfat weiter behandelt.‘ 

In allen sieben Versuchen wurde ein positives Resultat er- 
halten. Die Biuretreaktion war bald stirker, bald weniger stark, 
immer aber deutlich. ,,Wiahrend also die Versuche mit Blut 
immer positiv ausfielen, erhielten wir bei sieben Versuchen mit 
120—250 cem Oxalatplasma vollstandig negative Resultate. 
Nur in einem Falle war das Resultat schwach positiv; das Plasma 
war bei diesem Versuch ziemlich stark hiamolytisch.“ 

,.Es ergibt sich also hieraus, daB die bei Verarbeitung von 
Blut erhaltenen nicht koagulierbaren eiweiBahnlichen Substanzen 
nicht dem Plasma, sondern den Blutkérperchen entstammten. 
Wir sind geneigt, die Reaktion auf nicht koaguliertes Globin resp. 
Hamoglobin zu beziehen, da einmal haimolytisches Plasma und 
der Urin bei haimorrhagischer Nephritis sich ahnlich verhielten 
wie das Blut, und da weiterhin ein Versuch mit krystallisiertem 
Hiimoglobin dasselbe Resultat ergab. Auch sprechen die Reak- 
tionen des biuretgebenden Korpers nicht unbedingt fiir seine 
Albumosennatur. Die Hellersche Probe war zwar negativ, jedoch 
trat bei Zusatz von Ferrocyankalium und Essigsiure eine Triibung 
auf, die beim Erwiarmen nicht verschwand.“ 

,.Es scheint also, daB die von uns benutzte Methode bei An- 
wesenheit von Himoglobin keine ganz zuverlassigen Resultate 
gibt.“ 

, Die negativen Resultate aus Oxalatplasma sollen nun keines- 
wegs iiberhaupt gegen das Vorhandensein von Albumosen im 
zirkulierenden Blutplasma sprechen. Sie zeigen aber jedenfalls, 
daB die Menge der eventuell vorhandenen Albumosen sehr klein 
sein muB; denn es gelang in 150 ccm Oxalatplasma Wittepepton 
noch in einer Verdiinnung von 1 : 5000 nachzuweisen. Es wird 
daher bei Beurteilung positiver Albumosenbefunde im Blute in 
Zukunft recht groBe Vorsicht notwendig sein.“ 


Das sind die Ausfiihrungen der griindlichen Arbeit der For- 
scher Morawitz und Dietschy. Da die von ihnen angewandten 
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Methoden vollstindig einwandsfrei sind, erkennt Freund aus- 
driicklich an. Es ist mir ganz unbegreiflich, weshalb Freund 
die klaren, eindeutigen und in keinem Falle mi®zuverstehenden 
Angaben von Morawitz und Dietschy genau im entgegen- 
gesetzten Sinne zur Darstellung bringt. Er tauscht dadurch den 
uneingeweihten Leser. Wir iiberlassen es den Fachgenossen, sich 
ein Urteil tiber dieses Vorgehen von Freund zu bilden. Jeden- 
falls hat Freund kein Recht zu behaupten, daB meine Mitarbeiter 
und ich allein Albumosen nicht nachweisen konnten. Im Gegen- 
teil! Die Angaben von Morawitz und Dietschy decken sich 
volistandig mit unserer Stellung zur Albumosenfrage und niemals 
mit den Angaben von Freund! Auch wir haben zugegeben, daB 
die Méglichkeit besteht, daB Albumosen in kleiner Menge im Blute 
vorhanden sein kénnen. Jedenfalls ist es uns nie gegliickt, solche 
nachzuweisen, es sei denn, dai wir nicht geniigend enteiweibt 
hatten. Ganz besonders erhielten wir dann ab und zu ein positives 
Resultat, wenn wir Serum anwandten. Offenbar, und das stimmt 
auch mit unseren spateren Beobachtungen iiberein, war die Ur- 
sache dieser Erscheinung durch den Hiamoglobingehalt des 
Serums bedingt. Es ist méglich, daB nichtkoaguliertes Globin die 
Ursache der in diesen Fallen beobachteten Biuretreaktion war, 
wir méchten jedoch auch auf die Entdeckung des einen von uns 
mit Deetjen') hinweisen, dab die Blutkérperchen und Blut- 
plattchen peptolytische und vielleicht auch proteolytische Fer- 
mente enthalten. Im Plasma haben Morawitz und Dietschy 
nur einmal ,,Albumosenreaktion** beobachtet. Wir fanden iiber- 
haupt nie Biuretreaktion, wenn wir in einwandsfreier Weise alles 
EiweiB entfernten. Nur dann, wenn es zur Zerstérung von Blut- 
kérperchen und zum Zerfall von Blutplittchen kam, lieB sich 
ab und zu nach der EnteiweiBung noch Biuretreaktion nach- 
weisen. Die Moglichkeit ist einstweilen nicht auszuschlieBen, dab 
die erwahnten Fermente sekundir Eiwei8 abbauen. Diese Frage 
verfolgen wir zurzeit und hoffen bald iiber die Ergebnisse dieser 
Untersuchung berichten zu kénnen. 


1) Emil Abderhalden und H. Deetjen, Cber den Abbau einiger 
Polypeptide durch die Blutkérperchen des Pferdes. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 51, 334, 1907 und Weitere Studien iiber den Abbau einiger Poly- 
peptide durch die roten Blutkérperchen und die Blutplattchen des Pferde- 
blutes. Ebenda 53, 280, 1907. 
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Freund hat nicht nur die Resultate von Morawitz und 
Dietschy im genau entgegengesetztem Sinne der Autoren ver- 
wertet, sondern er hat auch unsere Versuche vollstandig entstellt 
wiedergegeben. Freund sucht den Anschein zu erwecken, als 
hatten wir auf Grund einer ganz mangelhaften Methode und bei 
Anwendung von sehr wenig Blut eben keine Albumosen finden 
koénnen. Die Worte Freunds sollen fiir sich selbst sprechen! 
Freund schreibt 8. 367: ,,Es wiirde sich nun fragen: wieviel 
Blut hat Abderhalden untersucht? Darauf kann man nun 
leider keine Antwort geben; Abderhalden hat diese Kontrolle 
unmdglich gemacht. In der ganzen Arbeit ist nicht zu finden, 
in wieviel Blut er den Nachweis von Albumosen versucht hat.“ 
,,.War dieses Filtrat ebenso enteiweiBt wie in den ersten Arbeiten 
Abderhaldens, und entsprach es daher nur ca. 50 cem Blut, oder 
entsprach es mehr Blut?‘ 

Die Logik dieses letzteren Satzes ist unverstandlich. Wie kommt 
Freund zu der Annahme, daB die EnteiweiBung durch Kochen 
mit 10 prozentiger Kochsalzlésung bei schwach saurer Reaktion 
nur an ca. 50 ccm Blut ausfiihrbar ist? Schon in seiner friiheren 
Arbeit!) behauptete Freund ohne jede Unterlage: ,,Auch der 
Methode von Abderhalden und Oppenheimer?) laBt sich der 
Vorwurf ungeniigender Materialmenge und ungeniigender Aus- 
waschung machen?‘ In der ersten Arbeit, in der ich selbst 
kurz einige Untersuchungen iiber diese Frage mitteilte, ist klar 
und deutlich gesagt, dafs von Pferdeblutplasma jeweils mehrere 
Liter verwendet worden sind*). In der gemeinschaftlich mit 
Oppenheimer ver6ffentlichten Arbeit haben wir iiber die 
Blutmenge allerdings keine Angaben gemacht. Das hatte Freund 
riigen kénnen, wenn er miBtrauisch sein will. Er hat aber kein 
Recht, willkiirlich zu behaupten, wir hatten tberhaupt unge- 
niigende Blutmengen untersucht. Diesen Vorwurf kénnte er 
héchstens fiir einige der Versuche an Hundeblut erheben, weil 


1) Ernst Freund, Uber den Ort des beginnenden EiweiBabbaues im 
gefiitterten und hungernden Organismus. Zeitschr. f. experim. Pathol. u. 
Ther. 4, 1, 1907. 

2) Emil Abderhalden und Carl Oppenheimer, Uber das Vor- 
kommen von Albumosen im Blute. Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 155, 1904. 

3) Emil Abderhalden, Abbau und Aufbau der EiweiBkérper im 
tierischen Organismus. Ebenda 44, 17 (36), 1905. 
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wir uns hier zum Teil mit Pfortaderblut allein begniigen muBten. 
Es sind dies jedoch die an Zahl bei weitem geringsten Versuche. 
Also auch in diesem Falle erheben wir gegen Freund den Vor- 
wurf der unrichtigen Wiedergabe unserer Versuche. Freund 
nimmt ohne jede Grundlage an, wir hitten wenig Blut angewandt 
und das EiweiBkoagulum ungeniigend ausgewaschen. 

Den Vorwurf der entstellten Wiedergabe unserer Versuche 
miussen wir ganz besonders in Hinsicht auf die unrichtige An- 
gabe betonen, da aus der Arbeit von Funk, London und 
mir’) nicht hervorgehe, wie wir das Blutplasma enteiweibt 
hatten. Auf S. 284 unserer Arbeit findet sich die Angabe: 
Die Gerinnung war durch Erhitzen bei schwach essigsaurer 
Lésung bewirkt worden.‘ Diesen Passus verschweigt Freund. 
Es ist dies um so auffilliger, weil Freund den unmittelbar vorher- 
gehenden Satz wortlich in seiner Arbeit wiedergibt. Er muB ihn 
also gelesen haben. Er bricht jedoch das Zitat ab und erweckt 
durch die Frage: ,,war das Filtrat ebenso enteiweiBt wie in den 
ersten Fillen‘’ wiederum ein ganz falsches Bild unserer Arbeit. 

Freund wirft uns vor, daB Angaben iiber die verwendete 
Blutmenge nicht zu finden seien. In diesem Punkte hat Freund 
recht, aber auch nur dann, wenn er sich genau an den Wortlaut 
unserer Mitteilung halt und die Annahme macht, da wir extra 
kleine Blutmengen verwendet haben, um ja nicht etwa eine Biuret- 
reaktion zu erhalten. Freund hat jedoch keinen Grund anzuneh- 
men, da meine Mitarbeiter und ich nicht alle Sorgfalt verwendet 
haben, um eventuell vorhandene ,,Albumosen nachzuweisen. 
Unsere Versuche waren doch darauf gerichtet, auf Abbauprodukte 
des Eiweibstoffwechsels zu fahnden. Hatten wir solche gefunden, 
dann waren wir zu willkommenen, positiven Resuitaten gekommen ; 
so blieben sie negativ und die SchluBfolgerungen, die wir ziehen 
konnten, muBten mit gréBter Reserve gegeben werden. Zu den 
primitivsten VorsichtsmaBregeln gehért bei Untersuchungen des 
Blutes auf Stoffe, die man a priori nur in minimalen Mengen zu 
erwarten hat, daB man mdglichst groBe Blutmengen verwendet. 
Nun sind unsere Versuche ihrer ganzen Anlage nach so ausgefiihrt 
gewesen, da kein Tropfen Blut bei der Verblutung der Versuchs- 


1) Emil Abderhalden, Casimir Funk und E. 8. London, 
Weiterer Beitrag zur Frage nach der Assimilation des NahrungseiweiBes im 
tierischen Organismus. Ebenda 51, 269, 1907. 
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tiere verloren gehen durfte. Es handelt sich um sechs Versuchs- 
hunde, die, wie die Originalarbeit ergibt, vollstindig entblutet 
worden waren. In der Arbeit ist deutlich angegeben, daB von je 
zwei zusammengehorenden Hunden die Filtrate der Plasmaeiweib- 
kérper vereinigt wurden. Die Hunde wogen 10800 g, 8900 g, 
13 450 g, 19410 g, 23030 g, 20110 g. Es handelte sich also 
durchweg um sehr grobe, kraftige Hunde. 

Wir haben etwa zwei Drittel des gesamten, unter vermindertem 
Druck auf etwa 750 ccm eingeengten Plasmaeiweibkoérperfiltrats 
verwendet. Die 500 ccm des zum Nachweis von Albumosen ver- 
wendeten Filtrates entsprachen also in diesem Sinne ?/, des Gesamt- 
blutes von zwei groBen Hunden. Gewif8 kann Freund verlangen, 
daB wir mit aller Schirfe hatten betonen sollen, da} die verwendeten 
500 cem 750 cem Gesamtfiltrat entsprachen. Es erscheint jedoch 
sehr gesucht, wenn uns Freund zumutet, wir hatten eventuell die 
Hauptmenge des Filtrats weggeschiittet und extra, um nur ja auf 
keine Albumosen zu stoBen, eine recht kleine Menge des Gesamt- 
filtrates untersucht! Wir erwahnen noch, da8 das fein koagulierte 
PlasmaeiweiB mit viel Wasser ausgewaschen und ausgepreBt worden 
war, und da wir das EKindampfen bei 40° des Wasserbades und 
bei einem Druck von 12—15 mm vorgenommen hatten. 

Die Behauptung, daB die angewandte Mastixmethode den 
qualitativen Nachweis der Albumosen verhindert habe, ist 
haltlos. Wiren Albumosen vorhanden gewesen, so hitten wir sie 
auch ,,trotz’* der Mastixmethode sicher gefunden, und zwar 
erstens im Filtrat der Mastixfallung, und zweitens in der Mastix- 
fallung selbst! Freund vergibt vollkommen, dai wir, meine 
Mitarbeiter und ich, niemals den Versuch gemacht haben, quan- 
titative Albumosenbestimmungen zu machen, weil wir nach 
reicher Erfalirung es fiir ganz ausgeschlossen halten, daB dies 
nach den bisherigen Methoden méglich ist. Wir haben nur q uali- 
tativ nach Albumosen gesucht, oder richtiger ausgedriickt, wir 
haben gepriift, ob nach Entfernung aller Proteine noch Biuret- 
reaktion erhalten wird. Die Argumente, mit denen Freund 
die Wertlosigkeit der von uns angewandten EnteiweiBungs- 
methode nachzuweisen sucht, verdienen hervorgehoben zu werden. 
Michaelis und Rona!) haben ausdriicklich angegeben, daB z. B. 


1) Peter Rona und Leonor Michaelis: Beitrag zur Frage nach 
der kolloidalen Natur von Albumoselésungen. Diese Zeitschr. 3, 109, 1906. 
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bei Zusatz von Pepton-Riedel zu Serum das Filtrat der Mastix- 
fillung etwa 70% des ,,Peptonstickstoffs“ enthilt. Etwa 30%, 
Pepton-N sind in der Mastixfaillung mit niedergerissen worden. 
Kin Teil dieser ca. 30% kann, wie wir es auch getan haben, nach 
den Angaben von Michaelis und Rona wiedergewonnen werden. 
Freund behauptet nun, daB eine solche Methode zum Nachweis 
von Albumosen ungeeignet sei! Die 70°, Albumosen, die das 
Filtrat der Mastixfallung enthalt, sollen keine Biuretreaktion 
geben! Freund geht jedoch noch weiter. Er behauptet folgendes, 
nachdem er die Beobachtung von Michaelis und Rona, dab 
nach der Mastixmethode im Maximum 20%, Albumosen sich dem 
Nachweis entziehen, betont hat (S. 367): ,,Der absolute Wert an 
Albumosen, der bei dieser Methodik den Autoren verloren geht, ent- 
halt ca. 0,04 bis 0,05 g N. Das ist nun aber gerade jene GréBe an 
Albumosen, die im Blute von den verschiedensten Autoren gefunden 
wurde.‘ Hier ist also klipp und klar bewiesen, daB es a priori unmég- 
lich war, mit der Michaelis-Ronaschen EnteiweiBungsmethode 
Albumosen im Blute aufzufinden! Wie kommt Freund zu diesem 
Ergebnis? Rona und Michaelis geben in ihrer Arbeit (S. 113) an, 
daB sie zu Serum 0,296 g N in Form von Pepton-Riedel zugesetzt 
haben. Von dieser N-Menge fanden sie im Filtrat der Mastix- 
faillung 0,274 g wieder. Hiervon gehen 0,019 g N als Reststickstoff 
des angewandten Serums ab. Es verbleiben 0,255 g N. Somit 
sind bei diesem Versuche 0,041 g N verloren gegangen! Nun mutet 
Freund den Lesern offenbar zu, zu glauben, daB, wenn Michae- 
lis und Rona dem Serum von vorneherein statt 0,296 g Pepton-N 
nur 0,04 g zugesetzt hatten, diese 0,04 g auch quantitativ mit 
Mastix gefallen waren! Es eriibrigt sich wohl, diesen groBen Fehl- 
schluB von Freund weiter hervorzuheben. Freund verwechselt 
relative und absolute Werte und iibertrigt eine rein zufillige 
GréBe auf den von ihm behaupteten Gehalt des Blutes an Albu- 
mosen! Man darf im Gegenteil nach den sonstigen Erfahrungen 
erwarten, daB bei einer verdiinnten Albumosenlésung nicht nur 
absolut, sondern auch relativ geringere Mengen Albumosen 
mit der MastixeiweiBfaillung niedergerissen werden. 


Nun noch ein Wort zu der folgenden Ausfiithrung Freunds: 
..Es bleibt unverstindlich, daB Abderhalden bei seiner mangel- 
haften Methodik sich berechtigt glaubt, Angaben, die mit un- 
anfechtbaren Methoden gemacht sind, nicht zu_ beriicksich- 
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tigen“ usw. Freundirrt, ich habe in Wirklichkeit die Arbeiten, 
die mit den ,,unanfechtbaren‘“‘ Methoden ausgefiihrt worden 
sind, wohl beriicksichtigt, und das sind: 1. meine eigenen, im 
Zeitraume von etwa 10 Jahren auf diesem Gebiete gesammelten 
Erfahrungen, und 2. die Arbeit von Morawitz und Dietschy. 
Ich selbst habe nach drei Methoden gearbeitet. Es wurde 
zunachst die Koagulation der EiweiBkérper des Plasmas durch 
Kintragen in das gleiche Volumen mit Essigsiiure schwach an- 
gesaiuerten, kochenden Wassers bewirkt. Das waren die ersten 
Versuche, und hierzu sind oft 10—20 1 Plasma vom Pferde ver- 
wendet worden. Hierbei machte ich die Erfahrung, daB es sehr 
schwer ist, ein absolut eiweiBfreies Filtrat zu erhalten, und diese 
Beobachtungen, die sich auf mehrere Jahre erstrecken, und deren 
Resultat war, daB vollkommen enteiweiBtes Plasma keine Biuret- 
reaktion gab, teilte ich gelegentlich Herrn Oppenheimer mit. 
Er hatte genau dieselben Erfahrungen gemacht, und zwar eben- 
falls an einer groBen Reihe von Untersuchungen. Diese unab- 
hingig voneinander gemachten Beobachtungen fiihrten zu den 
mitgeteilten Versuchen, bei denen wir zur vollstandigen Koagu- 
lation Kochsalzlésung zusetzten. Hier beanstandet nun Freund 
die grobe Verdiinnung, und da nur diese Versuche von Oppen- 
heimer und mir ver6ffentlicht sind, ist es das gute Recht 
freunds, aus seinen Erfahrungen heraus die Beweiskraftigkeit 
dieser Versuche zu beanstanden, vorausgesetzt natiirlich, daB er 
nicht ohne jeden Grund zu willkiirlichen Annahmen greift! Der 
Albumosen-N-Wert des Blutes soll nach Freund 0,04% des 
Blutes betragen. Es ist unméglich anzugeben, wie groB die 
Albumosenmenge als solche ist, da wir tiber die Zusammen- 
setzung dieser sog. Albumosen nichts wissen. Wir haben versuchs- 
weise 0,1 g Witte-Pepton in 1000 ccm und in 2000 ccm Wasser 
gelést und konnten mit Leichtigkeit die Biuretreaktion erhalten. 
Nun enthalt das Witte-Pepton sehr haiufig neben biuretgebenden 
K6rpern auch biuretfreie Stoffe, so daB wir nicht einmal be- 
rechtigt sind, aus der Menge des zugesetzten Peptons ohne weiteres 
den Prozentgehalt der Lésung an biuretgebenden Korpern zu 
berechnen. Die untersuchte Lésung war auf die angewandte 
Menge Witte-Pepton berechnet, 0,01 resp. 0,005 prozentig.') Wir 


1) Es gelingt, die Biuretreaktion auch bei noch gréBeren Verdiin- 
nungen zu erhalten. 
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haben denselben Versuch auch mit enteiweiBtem Serum gemacht. 
Das Resultat war eindeutig. Wir erhielten positive Biuretreaktion. 
Allerdings beniitzten wir 50—100 ccm der Lésung, und auch 
bei unseren friiheren Versuchen haben wir stets neben dem 
Reagensglasversuch noch einen Versuch mit groben Mengen 
Fliissigkeit ausgefiihrt. Die Behauptung Freunds, daB in einer 
0,02—0,01 prozentigen Lésung von ,,Albumosen“ eine Biuret- 
reaktion der Beobachtung entgehen kann, ist somit ganz un- 
begriindet, und hiermit sind seine Einwinde gegeniiber den Ver- 
suchen von Oppenheimer und mir vollig gegenstandslos. 
Bei der Verdiinnung des Plasmas mit der 10fachen Menge 
Kochsalzlésung miiBte der Gehalt der untersuchten Fliissig- 
keit jedenfalls auf unter 0,005% an biuretgebenden Substanzen 
gesunken sein! Das ist immerhin méglich, und Oppenheimer 
und ich haben es auch offen gelassen, ob nicht doch geringe 
Mengen von ,,Albumosen“ vorhanden waren. Jedenfalls haben 
weder Morawitz und Dietschy noch wir im Plasma in ein- 
wandsfreien Fiillen eine Stiitze fiir eine solche Annahme ge- 
funden. 

Endlich haben Funk, London und ich in der erwihn- 
ten Arbeit das EiweiB durch Hitzekoagulation bei schwach 
essigsaurer Lésung moglichst entfernt und den Rest von Eiwei8 
im Filtrat durch Mastixlésung nach den Angaben von Michaelis 
und Rona. Hier arbeiteten wir unter den giinstigsten Bedin- 
gungen, und auch hier konnten wir die Angaben von Morawitz 
und Dietschy, Oppenheimer und mir nur bestatigen. Unter 
diesen giinstigen Bedingungen verstehen wir 1. die groBe Menge 
Plasma, die wir verarbeiteten; 2. die gute EnteiweiBungsmethode, 
die wir anwandten, die zu wirklich eiweiBfreien Lésungen fiihrte, 
und zwar ohne jede Gefahr einer sekundiren Eiweibspaltung. Kine 
solche erscheint uns bei dem Verfahren von Freund nicht aus- 
geschlossen. Er schildert die EnteiweiBung wie folgt (S. 12 seiner 
Arbeit: ,,Uber den Ort usw.‘*, 1. ¢.): ,,Zur Bestimmung der Werte 
des Extraktivstickstoffes wurden gewohnlich 100O—150 ccm (Blut) 
verwendet, die so enteiweiBt wurden, daB sie mit dem gleichen 
Volumen 10 prozentiger Kochsalzlésung vermischt und die Mi- 
schung vorsichtig nur bis zur deutlich sauren Reaktion mit Essig- 
siure angesiuert und '/, Stunde gekocht wurde. Wiewohl bei 


diesem Vorgehen fast stets ein eiweiBfreies, farbloses Filtrat sich 
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ergab, brachte das kochendheiBe und nur mit Spuren Essigsiure 
angesiiuerte Waschwasser stets Blutfarbstoff in Lésung, der erst 
beim Einengen des Filtrates samt Waschwasser in Koagulation 
zu bringen war.’ Freund hat also lingere Zeit in saurer Lésung 
eingedampft. Dab soleche Prozeduren zu einwandsfreien Resultaten 
fiihren, ware noch zu beweisen. Hier hatte Freund vor allem auch 
die Erfahrungen von Morawitz und Dietschy beriicksichtigen 
sollen, nimlich da hamolytisches Plasma Albumosenreaktion 
vortéuschen kann! Warum verschweigt Freund diese Be- 
obachtung dieser Autoren, trotzdem er angibt, Blutfarbstoff in 
sein ,,fast stets eiweiBfreies’’ Filtrat gebracht zu haben’? Ver- 
gleiche hierzu das eingangs angefiihrte Zitat aus der Arbeit von 
Morawitz und Dietschy. 

Wir sind gern bereit, uns von Freund belehren zu lassen, 
und werden auch unsere Versuche nach dieser Richtung fort- 
setzen. Das Dunkel, das die Frage der Kiweibresorption und 
-assimilation noch umgibt, wiirde zweifellos weichen, wenn es 
gelingen wiirde, auf dem Transport befindliche Eiweibabbau- 
produkte in der Blutbahn zu fassen. Dab dies bis jetzt gegliickt 
ist, bezweifle ich auf Grund der griindlichen Arbeit von Mora- 
witz und Dietschy und auf Grund eigener reicher Erfahrungen 
und derjenigen meiner Mitarbeiter. 

Freund fiihrt endlich als Beweis, daB Albumosen im Blut 
vorkommen und, wie Freund offenbar glaubt, zu den normalen 
Resorptionsprodukten geh6ren, die Arbeit von L. Borchardt?) an. 
Dieser Forscher hat die schéne Beobachtung gemacht, da ein 
peptisches Abbauprodukt aus Elastin, das durch besondere Eigen- 
schaften ausgezeichnet und daher in sehr geringen Mengen nach- 
weisbar ist, sich im Blute bei seiner EKinfiihrung per os nach- 
weisen laB8t. Es liegt kein Grund vor, diesen Befund zu verall- 
gemeinern. Borchardt hat nur nachgewiesen, da das von 
ihm Hemielastin genannte Produkt in der Blutbahn und auch 
in Organen nachweisbar ist. Uber die Zusammensetzung des 
Hemielastins wissen wir nichts. Es ist méglich, daB es iberhaupt 
schwer angreifbar ist und deshalb unzerlegt im Organismus 


1) L. Borchardt, Uber die Assimilationsweise der Elastinalbumosen. 
(Fin Beitrag zur Frage nach dem Schicksal der EiweiBkérper im Blut.) 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 507, 1907. 
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zirkuliert, d. h. es ist die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, dab 
Hemielastin als Fremdkorper wirkt. Borchardt hat die wichtige 
Beobachtung gemacht, daB bei intravenéser Einfiihrung des 
Hemielastins dieses besonders reichlich in der Diinndarmwand 
erscheint: Borchardt gibt zwei Deutungen dieser Erscheinung. 
EKinmal ist es méglich, daB eine Ausscheidung von Hemielastin 
durch die Diinndarmschleimhaut vorliegt (analog mancher Gifte), 
oder aber das Hemielastin wird, soweit es nicht durch die Nieren 
entfernt wird, in der Diinndarmwand verwertet (d. h. wohl 
abgebaut), d. h. mit andern Worten, die Korperzellen kénnen 
mit dem Hemielastin nichts anfangen! Sollte der tierische Organis- 
mus nun auch normalerweise solche Produkte in die Zirkulation 


r 


bringen, um sie dann schlieBlich zum Teil durch die Nieren zu 
verlieren und zum Teil wieder zum Diinndarm zuriickzufihren ’ 
Sollen diese Versuche fiir die ,,Albumosenfrage“‘ von Bedeutung 
sein, d. h. fiir das normale Vorkommen von Albumosen im Blute 
grundlegend werden, dann wire doch erst zu beweisen, dal 
normalerweise Hemielastin im Blute vorkommt, wenn Elastin 
als solches verfiittert wird und nicht kiinstlich bereitetes Hemi- 
elastin. Einstweilen stehen die Untersuchungen Borchardts 
volistandig fiir sich abgeschlossen da. Sie sind vorlaufig nicht im 
geringsten zur Klirung der Frage nach dem EiweiBab- und -aufbau 
im tierischen Organismus verwertbar. 

SchlieBlich noch ein Wort iiber die ,,Albumosen*. Weder 
Freund noch sonst jemand weif etwas Bestimmtes iiber diese 
Koérper. Sicher sind es keine einheitliche Verbindungen. Alle 
unsere Erfahrungen sprechen dafiir, daB es sich um Gemische han- 
deln muB, und zwar wire es sehr merkwiirdig, wenn dieses Gemisch 
stets dasselbe wire. Neuerdings ist von Emil Fischer und mir’) 
gezeigt worden, daB ganz einfach zusammengesetzte Kérper — ein 
Tetrapeptid aus Seide — bereits Reaktionen zeigen, wie sie manchen 
Albumosen zukommen. Der Begriff der Albumosen muB sich 
iindern, vielleicht wird er fallen. Solange Freund seine als Albu- 
mosen bezeichnete Produkte nicht definieren kann, hat ihr Befund 
einen nur relativen Wert. Freund weiB nicht, ob die von ihm 
beobachteten ,,Albumosen“ kompliziert aufgebaut sind, oder aber 


1) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Bildung von Polypep- 
tiden bei der Hydrolyse der Proteine. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 
3544, 1907. 
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ob sie eine ganz einfache Zusammensetzung zeigen. Damit soll 
durchaus nicht der Wert des Befundes von solchen EiweiBabbau- 
produkten im Blute herabgesetzt werden. Jede Beobachtung 
nach dieser Richtung ist von gréBtem Werte, aber sie muB ein- 
wandsfrei sein! 

Zum Schlusse sei noch kurz auf die Ursache, weshalb Freund 
seine so unbegriindeten und zum gréBten Teil auf unrichtigen An- 
gaben beruhenden Angriffe auf mich er6dffnet hat, eingegangen. 
Freund hat unter AuBerachtlassung aller bisherigen, wohlbegriin- 
deten Resultate der experimentellen Forschung auf dem Gebiete 
der EiweiBchemie und -physiologie eine neue Lehre des Eiweib- 
stoffwechsels aufgestellt. Diese ganze Lehre ruht nun zum 
groBen Teil auf dem quantitativen Nachweis von Albumosen 
im Blut. Freund hat im Blute bestimmt (S. 15 z. B.)!): 
1. den Gesamt-N, den Gesamt-N nach Koagulation, den N der 
Zinksulfatfaillung, den N des Zinksulfatfaillungsfiltrats, den N 
der Gerbsaurefallung, den N der Phosphorwolframsiurefallung 
und schlieBlich den N von deren Filtrat. Freund findet in der 
Tat Zahlen, die nichts an Exaktheit iibrig lassen. Es handelt 
sich stets um sehr kleine Werte, die mit der Kjeldahlmethode 
festgestellt wurden. So verwendet er z. B. zur Zinksulfatfallung 
25 cem, zur Gerbsiurefallung 50 cem eiweibfreies Filtrat. 100 cem 
Blut enthielten z. B. (S. 15) 0,024 g N, fallbar durch Zinksulfat. 
Somit enthielten die 25 cem Blut, die zur Verwendung kamen, 
0,006 g N, und auf solchen Zahlen baut sich die ganze Arbeit auf! 
Wer wiirde es wagen, chemisch genau definierte Koérper, wie z. B. 
Arginin, Leucin und etwa ein synthetisch erhaltenes, durch Zink- 
sulfat faillbares Polypeptid in so geringen Mengen quantitativ zu 
trennen? Gewif kein kritischer Forscher! Aus einer reichen Er- 
fahrung wissen wir, dab es ganz darauf ankommt, unter welchen 
Bedingungen man z. B. mit Phosphorwolframsiure fallt, und auch 
dann erhalt man bei verschiedenen Gemischen ganz verschiedene 
Resultate. Wie will nun Freund unter den so unendlich viel 
komplizierteren Verhiltnissen, unter denen er arbeitet, denn er 
tappt vollstindig im Dunkeln, mit so geringen Werten eine neue 
Lehre des Eiweibstoffwechsels begriinden! Wenn wir die Arbeit 
von Freund nicht beriicksichtigt haben und auch seinem Albu- 


mosenbefund mit MiBtrauen begegnen, dann geschah es deshalb, 


weil wir die ganze Arbeit von Freund fiir sehr mangelhaft fundiert 
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und seine Methoden fiir die Beantwortung derartiger Fragen fiir 
vollstandig wertlos halten, besonders dann, wenn durch so mini- 
male Mengen so grobe Fehlerquellen geschaffen werden. Nun hat 
Freund mit seinen Methoden Werte erhalten, die durch ihre 
gute Ubereinstimmung iiberraschen. Es seien einige Beispiele 
angegeben: Unter Anwendung von 25 ccm eiweiBfreiem Filtrat 
waren auf 100 ccm Blut berechnet mit Zinksulfat faillbar beim 
Beginn der Durchblutung des ausgewaschenen Darmes (S. 15) 
0,024 g N und am SchluB des Versuches 0,024 g N, bei einem 
zweiten Versuch finden wir als entsprechende Zahlen 0,020 g und 
0,020 g! Weitere Zahlen: 0,014 g N und 0,017 g, 0,017 g und 
0,017 g N (S. 16), 0,012 g und 0,015 g N, 0,014 g und 0,014 g N, 
S. 18: 0,02 g und 0,022 g usw. Beweisen diese Zahlen, dab Freund 
sehr exakt gearbeitet hat, und daB die von ihm angewandten 
Methoden doch vorziigliche sind? Wir bezweifeln es. Wir haben 
noch nie so gut tbereinstimmende Zahlen erhalten, selbst wenn 
wir in geniigend groBen Mengen z. B. in derselben Portion Urin den 
Stickstoff nach Kjeldahl] bestimmt haben. Die gut stimmenden 
Zahlen Freunds vermégen meine auf reicher Erfahrung in 
diesem Gebiet fubenden Zweifel an dem Wert seiner Unter- 
suchungsmethoden nicht zu vermindern, ebensowenig wie die 
Unterschiede, die er bei andern Versuchen findet, beweisend 
erscheinen. 

Es ist hier nicht der Ort, auf die Bedenken, die gegen Freunds 
Lehre leicht geltend gemacht werden kénnen, einzugehen. Soweit 
eine Kontrolle seiner Vorstellungen méglich ist, werden wir sie 
durchfiihren und demniachst iiber die schon begonnenen Versuche 
berichten. Seine Arbeit als solche direkt nachzupriifen, halten 
wir fiir ausgeschlossen und fiir vollstandig zwecklos, es sei denn, 
daB mit ganz anderen Methoden und unter besseren Bedingungen 
gearbeitet wird. Wir werden jedoch, sobald die notwendigen 
Materialien an synthetischen Produkten vorliegen, mit entsprechend 
kleinen Mengen priifen, inwieweit eine Trennung verschiedener 
EiweiBabbauprodukte durch die von Fre und verwendeten Metho- 
den médglich ist. 

Wir sind absichtlich nicht friiher auf Freunds Arbeit ein- 
gegangen. Er hat alle Untersuchungen, die ich teils allein, teils ge- 
meinschaftlich mit meinen Mitarbeitern verdffentlicht habe, voll- 


stiandig ignoriert — eine Ausnahme machen nur die ,,Albumosen- 
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arbeiten“! Es schien uns das zum Teil begreiflich. Seine Lehre 
steht im Widerspruch mit den von mir und meinen Mitarbeitern 
erhaltenen Resultaten. Fre und wollte vielleicht weitere eigene Ver- 
suche abwarten, um dann spater eingehenddie Literatur zu priifen. 
Ich wartete auf diese Arbeit und wollte vor allem eine Polemik ver- 
meiden, aus diesem Grunde vermied ich es peinlich, Freunds Arbeit 
zu beriihren. In diesem Zusammenhang muBte es nun geschehen. 

Zusammenfassend sei hervorgehoben: 1. Die Behauptung 
Freunds, dafB es nur meinen Mitarbeitern und mir 
nicht gelungen sei, Albumosen im Blut und speziell 
im Plasma nachzuweisen, ist unrichtig. 2. Die Behaup- 
tung Freunds, daB Morawitz und Dietschy mit sicher 
einwandsfreien Methoden Albumosenim Blut gefunden 
haben, steht in der von Freund gegebenen Form im 
Gegensatz zu den klaren, eindeutigen Resultaten der 
Arbeit von Morawitz und Dietschy. Die SchluBfolge- 
rungen dieser Autoren decken sich mit den unsrigen. 
3. Die Behauptung Freunds, dab ich mit einerschlechten 
Methode auf Albumosen geprift habe, ist haltlos und 
nur durch mehrere Entstellungen méglich geworden. 
4. Freunds Arbeit ,Uber den Ort des beginnenden 
Eiweibabbaues im gefiitterten und hungernden Orga- 


‘ 


nismus* ist mit Methoden durchgefiihrt, die eine exakte 
Arbeit unméglich machen. Erschwerend kommt dabei 
in Betracht, daB Freund mit sehr kleinen Blutmengen 
gearbeitet hat. 5. Freund ist nicht berechtigt, aus den 
Ergebnissen dieser Arbeit SchluBfolgerungenzuziehen. 
Er arbeitet durchwegs mit unbekannten GréBen und 
kann itiber die Natur und die Bedeutung der einzelnen 
N-Fraktionen gar nichts aussagen. Er darf nicht er- 
warten, daB diese Arbeit bei Fragen tiber den Eiweib- 
stoffwechsel ernstlich in Betracht gezogen wird. 

Ich bedaure es sehr lebhaft, die vorliegenden Bemerkungen 
der Offentlichkeit iibergeben zu miissen, Freund hat mich jedoch 
durch seine unrichtigen Darlegungen dazu gezwungen. 


Anmerkung: Da die Behauptung Freunds, Morawitz 
und Dietschy stinden im Gegensatz zu mir und meinen Mit- 


arbeitern auf dem Standpunkt, den er selbst in der Albumosen- 
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frage einnimmt, in so scharfem Widerspruch mit den klaren An- 
gaben der genannten Autoren steht, habe ich mich im Interesse 
der volligen Klarstellung in diesem fiir Freunds literarische 
Gewissenhaftigkeit so schwerwiegenden Punkte, direkt um Aus- 
kunft an Herrn Morawitz gewandt. Er hat mir erlaubt, seine 
Antwort hier wiederzugeben. Die betreffende Stelle lautet: ,,Ich 
glaube, es geht aus meiner Arbeit geniigend hervor, daf ich in 
keinem Falle in einwandfreiem Oxalatplasma Albumosen ge- 
funden habe. Ich befinde mich also durchaus in Ubereinstim- 
mung mit Ihren und Oppenheimers Angaben.‘‘ — SchlieBlich 
sei noch erwahnt, daB Theodor Brugsch (Uber die Zusammen- 
setzung des Retentionsstickstoffes und den Nachweis von Albu- 
mosen im Blute bei Nierenkrankheiten. Med. Klin. 1906, Nr. 12) 
angibt, ,daB bei Nephritiden Albumosen resp. Peptone 
kein steter Befund im Blute sind, und daB die Mengen, 
die man mitunter im Blute hier antrifft, aus der Starke 
der Biuretreaktion zu schlieBen, nur minimal sind”. 
Brugsch schildert sehr anschaulich, welche Schwierigkeiten die 
totale Entfernung des Eiweifbes aus dem Blute macht und wie 
leicht Tiuschungen entstehen. Endlich sei noch angefiihrt, daB 
O. Cohnheim, S. 625—26 des Bandes II, zweite Halfte des 
Handbuches der Physiologie des Menschen (1907) seine eigenen 
Erfahrungen auf diesem Gebiete, wie folgt, zusammenfaBt: ,,Meine 
eigenen Beobachtungen stimmen durchaus mit denen von Erben 
und Abderhalden und Oppenheimer iiberein, daB das Blut 
keine Albumosen oder Peptone in nachweisbarer Menge enthiilt*. 
Auch O. Schumm (Uber das Vorkommen von Albumosen im 
Blute, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 442, 1904) fand 
in dem kurz nach dem Tode aus dem Herzen entnommenen 
Blute eines gesunden Mannes, der sich erschossen hatte, keine 
Albumosen. Meine Mitarbeiter Oppenheimer, Peter Rona, 
Casimir Funk, E. 8. London und ich stehen somit durchaus 
nicht allein mit unseren Befunden und SchluBfolgerungen in der 
,. Albumosenfrage“, wie es durch die entstellte Darstellung Freund’s 
scheinen kénnte, vielmehr decken sich unsere Beobachtungen und 
SchluBfolgerungen mit denen von Morawitz und Dietschy, 
O. Cohnheim und auch von O. Schumm, wenn normale Ver- 
haltnisse in Betracht gezogen werden. Unter pathologischen Ver- 
haltnissen, bei Nephritis, erhielt Brugsch wechselnde Resultate, 
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wahrend Schumm bei chronischer Schrumpfniere in dem unter- 
suchten Falle zu einem positiven Resultate kam. 

Wir méchten schlieBlich noch hervorheben, da8B im Interesse 
einer einheitlichen Bearbeitung des diskutierten Problems die 
Forderung aufgestellt werden mu®, daB in Zukunft scharf unter- 
schieden wird zwischen Arbeiten, die sich mit dem Albumosen- 
nachweis im Plasma, im Serum und im Gesamtblute beschaftigt 
haben. Es ist nicht ausgeschlossen, speziell in Hinsicht auf die 
Arbeit von Morawitz und Dietschy, da durch eine solche 
getrennte Betrachtung des sog. ,,Albumosenbefundes‘‘ im Blute 
manche Widerspriiche schwinden werden. Jedenfalls wird niemand 
auf diesem Gebiete arbeiten diirfen — auch Freund nicht —, 
ohne die Beobachtung von Morawitz und Dietschy tiber den 
Albumosengehalt im Gesamtblute und speziell iiber das Verhalten 
des Himoglobins eingehend zu beriicksichtigen. 


Biochemische Zeitschrift Band VIII. 25 











Bemerkungen 
zu der Arbeit von Fraulein Dr. Bianca Bienenfeld: 
,Das Verhalten der Frauenmilch zu Lab und Siure“. 


Diese Zeitschr. 7, 262. 


Von 


E. Fuld und J. Wohlgemuth. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1908.) 


In ihren interessanten Untersuchungen iiber die Wirkung von 
Lab und Saure auf die Frauenmilch kommt Frl. Dr. Bienenfeld 
zu dem Ergebnis, daB die Frauenmilch sich nicht laben 1aBt, 
sondern daB die Gerinnung, die man bei der Einwirkung von Lab 
und Saure auf die Frauenmilch beobachtet, nichts anders ist als 
eine Saurefillung. 

Hierzu méchten wir folgendes bemerken: 

1. Wenn beim LabungsprozeB das Kuhcasein eine Albumose 
abgespaltet, so ist damit nicht bewiesen, daB es bei jedem anderen 
Casein, welches eine Labwirkung durchgemacht hat, ebenfalls zur 
Abspaltung einer Albumose kommen muB. 

2. Uber die Héhe des Molkenalbumosenstickstoffs ist aus den 
Literaturangaben ein RiickschluB nicht zu ziehen, da die spaltende 
Wirkung der Labpriparate auf das Casein resp. Paracasein erst 
durch neuere Arbeiten bekannt geworden und in seiner Tragweite 
schwer abzuschitzen ist. Nach P. Hillmann (Milchzeitung 25, 
86, 1896) z. B. findet man ca. 60—90% des Caseinstickstoffs im 
Kase wieder, je nach dem Gehalt der Milch an léslichen Kalksalzen. 
Auch die eigenen Versuche von Frl. Dr. Bienenfeld (vgl. S. 277) 
weisen die gleichen, ja noch gréBere Schwankungen auf. Wir 
glauben infolgedessen nicht, daB auf Stickstoffanalysen sich 
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stutzende Betrachtungen in dieser Frage ausschlaggebend sein 
kOnnen. 

3. Dab eine von der Saurewirkung verschiedene Wirkung des 
Labferments stattfindet, beweisen iibrigens zwei eigene von Fri. 
Dr. Bienenfeld (S. 278 u. 279) zwecks Bekiimpfung dieser An- 
sicht angefiihrte Versuche. Wahrend nimlich bei einer spontan 
gesiuerten Milch der Saéuregehalt selbst bei Siedetemperatur nicht 
ausreichte, um eine Gerinnung zu erzielen, trat eine Fallung bei 
Brutwirme sogleich ein, nachdem zur Probe Lab hinzugesetzt war. 

4. SchlieBlich ist in unserer von Frl. Dr. Bienenfeld zitierten 
Arbeit (diese Zeitschr. 5, 118, 1907) der Beweis erbracht, daB auch 
bei absolutem AusschluB der Saéurewirkung Frauenmilch durch 
geeignete Behandlung einer Labung zuginglich gemacht werden 
kann, wenn man ihren Chlorealciumgehalt auf die zur Paracasein- 
fallung erforderliche Hohe bringt. 

Dieser Versuch, auf den wir auch in unserer Zusammenfassung 
unter Nr. 4 hindeuten, scheint uns schlagend zu beweisen, daB 
Frauenmilch einer Labung durchaus fahig ist. 


25* 








Uber eine komplementzerstérende Wirkung des 
Kobragiftes. 
Von 
J. Morgenroth und R. Kaya. 


(Aus der bakteriologischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 31. Januar 1908.) 


Wahrend die Einwirkung des Lecithins auf Schlangengifte. 
bei welcher ersteres bekanntlich als Aktivator wirkt, indem es 
sich mit einer Komponente des Schlangengiftes zu einem hamo- 
lytisch wirksamen Toxolecithid vereinigt (Kyes), nach den ver- 
schiedensten Richtungen hin gut studiert ist, trat die genauere 
Untersuchung einer anderen Klasse von Aktivatoren der Schlangen- 
gifthaimolyse, der Komplemente des Serums (Flexner und 
Noguchi) neuerdings etwas in den Hintergrund. Mit dem ver- 
gleichenden Studium dieser beiden Aktivierungsarten beschaftigt. 
beobachteten wir ein Phinomen, das wir im folgenden kurz be- 
schreiben wollen, indem wir uns weitere Untersuchungen vorbe- 
halten. 

Wir hatten in zahlreichen Fallen festgestellt, daB — ganz 
im Gegensatz zu der bestimmt aufgestellten Behauptung von 
v. Dungern und Coca!) — diejenige Komponente des Kobra- 
giftes, welche durch frisches Meerschweinchenserum, also wohl 
durch Komplement, aktiviert wird, ganz entsprechend den Ver- 
haltnissen bei der Lecithin-Aktivierung auch nicht die geringste 
Bindung von seiten der Blutkérperchen erfahrt. Es war also 
hier eine Wirkungsweise der amboceptorartigen Giftkomponente 


1) v. Dungern und Coca, Miinch. med. Wochenschr. 1907, Nr. 47. 
Wir werden in einem besonderen Aufsatze eingehend auf diese Arbeit 
zuriickkommen, der wir weder in den SchluBfolgerungen noch in der 
experimentellen Beweisfiihrung zu folgen vermégen. 
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und des Meerschweinchenkomplements anzunehmen, wie sie von 
Ehrlich und Sachs und von Sachs bei Himolysinen des nor- 
malen Blutserums beschrieben worden ist — es tritt namlich eine 
Bindung des Amboceptors an die Blutkérperchen nur nach seiner 
Vereinigung mit dem Komplement ein. Diese Vereihigung wollten 
wir durch lingere gegenseitige Einwirkung von Kobragift und 
Komplement herbeifiihren und die Bindung des so entstandenen 
Komplexes Amboceptor-Komplement an die Blutkérperchen 
untersuchen. Das unerwartete Resultat war, da die Hamolyse 
iiberhaupt ausblieb, indem das Kobragift bei verhaltnis- 
maBig kurzer Einwirkung auf das Meerschweinchen- 
serum bei 37° das aktivierende Komplement zerstérte. 
Folgender Versuch!) zeigt diese Erscheinung. 


1. 


Je 0,1 cem frischen Meerschweinchenserums dienen zur Akti- 
vierung wechselnder Mengen Kobragift, Verdiinnungen einer 
1 proz. Kobragiftlésung in 0,85proz. Kochsalzlésung, Ziegenblut, 
gewaschen, 5proz., 1,0. In A wird Kobragift, Meerschweinchen- 
serum und Blut sofort gemischt und die Hiimolyse in der iiblichen 
Weise beobachtet. In B bleiben Kobragift und Meerschweinchen- 
serum (Gesamtvolum 1,1) erst 3 Stunden im Briitschrank bei 
37°, bevor das Blut zugesetzt wird. In C verweilt das Meer- 
schweinchenserum allein mit je 0,5cecm Kochsalzlésung 3 Stunden 
bei 37°, hierauf wird Kobragift und Blut zugefiigt. In D bleibt 
Kobragift 3 Stunden bei 37°, hierauf Serum und Blut. 


Mengen des Giftes A B C DD 
0,2"/,5 — 0 _ _ 
1,0"/ 500 komplett 0 komplett komplett 
0,5 » 0 " ” 
0,25 - 0 fast komplett fast komplett 
0,1 stark 0 mabig 
0 0 0) 0 0 


Der Versuch bedarf kaum weiterer Erliuterung. Die zeit- 
lichen Verhaltnisse, welche bei dem Vorgang der Komplement- 


1) Das Kobragift verdanken wir Herrn Colonel Bannerman in 
Bombay und Herrn Prof. Calmette in Lille. 
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zerst6rung durch Kobragift in Betracht kommen, ergeben sich 
aus folgendem Versuch. 


Bi. 
Meerschweinchenserum iiberall 0,1 com. Ziegenblut 5proz. 1,0. 
A B C D E F 
Gift + Se- ehh 
Gift- rum+Blut Gift+Se- Gift+Ser. Gift+Serum “ift+Ser. Gift+ Serum 
mengen sofort ge- rum30’37 ~=1h 37° I'/ah 37° 2h 37° 3h 37° 
mischt 
1. 1,0'/,99 komplett komplett wenig wohl 0 0 0 
2. 0,5 _ a sehr stark wenig wohl 0 0 
3. 0,25 - o fast kompl. stark mabig sehr wenig 
4. 0,1 stark stark stark mifig-stark stark wenig-mibig 


5. O Spiirchen Kuppe. 


Nach einer Stunde beginnt der zerstérende Einflu8 des Kobra- 
giftes sich geltend zu machen, indem die Hamolyse gerade bei 
der gréBten Giftmenge geringer wird, nach 1"/, Stunden hat die 
gréBte Giftmenge das Komplement vollstindig zerstért, nach 
3 Stunden ist das Komplement auch bei den geringsten Giftmengen 
erheblich abgeschwacht. Die Wirksamkeit des Kobragiftes selbst 
erscheint nicht wesentlich vermindert. Am niachsten Morgen 
bringt 0,1 ccm Meerschweinchenserum, zu E, zugefiigt, vdllige 
Hamolyse hervor. 

Bei Zimmertemperatur tritt die Wirkung gleichfalls ein, 
nach einer Stunde ist sie kaum bemerkbar, nach 3 Stunden sehr 


ausgepragt. 
III. 
Versuchsanordnung wie in Versuch I, aber Zimmertempe- 
ratur (ca. 20°). 


Mengen des Giftes nach 1 Stunde nach 3 Stunden nach 6 Stunden 


Sy komplett 0 0 

0,5 komplett sehr wenig 0 

0,25 wohl komplett wenig-mabig Spur 

0 Spiirchen Kuppe Spiirchen Kuppe  Spiirchen Kuppe. 


Bei Eisschranktemperatur ist nach 3 und 6 Stunden die Ab- 
schwichung des Komplements durch das Kobragift ebenfalls sehr 
ausgesprochen, wahrend bei 0°, wenigstens innerhalb 3Stunden, 
nichts davon zu bemerken ist. 

Von besonderem Interesse erscheint es, daB prinzipiell in 
derselben Weise, wie das Komplement des Meerschweinchen- 
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serums fiir Kobragift durch dieses letztere unwirksam gemacht 
wird, so auch die Aktivierung eines spezifischen, immunisatorisch 
erzeugten Amboceptors durch Meerschweinchenserum gehemmt 
wird. Eine vollstindige Aufhebung der Komplementwirkung 
erzielten wir unter den gewahlten Versuchsbedingungen fiir diesen 
Fall nicht. Es weist das darauf hin, da® vielleicht fiir beide 
Funktionen zwei differente Komplemente in Frage kommen, die 
zwar gleichartig, aber in verschieden hohem Grade beeinfluBt 
werden. Wir lassen einen Versuch dieser Art folgen. 


IV. 

Je 0,15 Meerschweinchenserum bleibt mit wechselnden Mengen 
Kobragift (Gesamtvolum 1,15 cem) drei Stunden im Brutschrank 
bei 37°. Die Versuchsreihe wird doppelt angesetzt; zu A wird 
0,1'/,, Amboceptor = 4 Amboceptoreinheiten (von Kaninchen) 
und Ziegenblut, zu B nur Ziegenblut zugefiigt. 


Mengen des Kobragiftes A ; 
1 ae, sehr wenig 0 
a BP les wenig-mabig 0 
3. 0,5 miafig-stark 0 
4. 0,25 fast komplett sehr wenig 
&. O2 komplett mabig 
6. O komplett Spur, Kuppe 


Die komplementzerstérende Wirkung des Kobragiftes wird 
durch halbstiindiges Erwarmen auf 60° nur wenig abgeschwiicht, 
dagegen vollstindig aufgehoben durch halbstiindiges Erhitzen auf 
100° bei einem Gehalt der 4/,,-Verdiinnung des Giftes an ca. 
1/,9 Salzsiure. Bei dem letzteren Versuch ist von neuem Kobra- 
gift resp. Ambocepter zuzufiigen, um das Vorhandensein von 
Komplement nachzuweisen. Es lieB sich namlich die wichtige 
Tatsache feststellen, daB durch Erhitzen auf 100° das Kobragift 
die Fahigkeit, durch Serumkomplement aktiviert zu werden, 
vollkommen verliert, wahrend seine Aktivierbarkeit durch 
Lecithin quantitativ erhalten bleibt, wie Kyes und Sachs 
festgestellt und Morgenroth bestitigt hat. Dieser Befund 
liefert ein erhebliches Argument fiir die urspriingliche Annahme 
von Kyes und Sachs, daf es sich bei der Aktivierung von 
Kobragift durch frisches Serum um die Wirkung von Komple- 
menten handelt, daB also die Aktivierung durch Serum von der 
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durch Lecithin scharf zu trennen ist. Fiir die Komplementnatur 
des Serumaktivators spricht vor allem auch das hier beschriebene 
vleichartige Verhalten des Meerschweinchenserums der zersto- 
renden Wirkung des Kobragiftes gegeniiber sowohl bei der Kobra- 
giftaktivierung wie bei einer sicheren Komplementwirkung in 
Zusammenhang mit cinem immunisatorisch erzeugten Amboceptor. 
Eine Weiterfiihrung dieser Versuche wird zweifellos zur end- 
giiltigen Lésung dieser Frage, die Sachs in seiner jiingsten vor- 
trefflichen Darstellung’) des Gegenstandes als ,,eine nicht ganz 
veklarte’* bezeichnet, wesentlich beitragen. Im Sinne einer Ab- 
trennung einer durch Komplement aktivierbaren labileren Kom- 
ponente des Kobragiftes von einer durch Lecithin aktivierbaren 
Komponente ist der oben beschriebene Befund natiirlich nicht 
ohne weiteres zu verwerten, da bei einer einheitlichen amboceptor- 
artigen Substanz der Verlust der komplementophilen Gruppe bei 
Erhaltenbleiben der lecithinophilen Gruppe zu demselben experi- 
mentellen Ergebnis fiihrte. Hier haben weitere Versuche einzu- 
setzen. 

Der Vorgang der Komplementzerstérung durch Kobragift 
1aBt in erster Linie an die Wirksamkeit eines besonderen komple- 
mentzerstérenden Fermentes vermuten, wie es Sachs und 
Teruuchi*?) im Serum nachgewiesen haben. Es wire auch an 
eine Umsetzung des Komplementes mit dem Amboceptor des Kobra- 
giftes zu denken, an eine sekundire Umlagerung, welche, durch 
die Phase der wirksamen Amboceptorkomplementverbindung 
hindurch zu einem unwirksamen Produkt fiihrt. Da® das Pha- 
nomen der Komplementzerstérung bei der iibiichen Versuchs- 
anordnung fiir die Aktivierung des Kobragiftes durch Serum- 
komplement fiir gewéhnlich nicht in Erscheinung tritt, ist bei 
Betrachtung der zeitlichen Verhaltnisse der beiden interferieren- 
den Vorgiinge verstindlich. 


1) Sachs im Handbuch der Technik und Methodik der Immuni- 
tatsforschung. Herausgegeben von Kraus und Levaditi, Jena 1907. 
2) Sachs und Teruuchi, Berl.. klin.. Wochenschr. 1907. 

















Enzymatische Umwandlung von Adrenalin. 


Von 


Carl Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Dezember 1907.) 


Vor 2 Jahren war es mir gelungen, aus den Metastasen eines 
von der Nebenniere ausgegangenen Melanoms eine Fermentlésung 
zu gewinnen, die Adrenalin in kurzer Zeit in ein dunkelbraunes 
Produkt umzuwandeln imstande war. Die Beziehungen, die sich 
hierdurch zwischen dem Adrenalin und der Frage der patholeo 
gischen, ev. auch der normalen Pigmentbildung im Tierkérpr- 
anbahnen, lieben es angebracht erscheinen, die Wirkung ver- 
schiedener Fermente vom Typus der Tyrosinasen zu untersuchen!). 

Zunichst ergab sich, daB aus Melanosarkomen anderer Her- 
kunft kein analog auf die Nebennierensubstanz wirkender Extrakt 
zu gewinnen war. Es war daher wiinschenswert, mit einem leichter 
zugainglichen Enzym zu operieren. 

Da fiir die vorliegende Frage in erster Linie tierische Fer- 
mente von Interesse waren, solche aber heimischen Ursprungs 


1) Vergl. hierzu J. Orth, Berliner Klin. Wochenschr. 43, 887, 1906; 
ferner C. Neuberg, Sitzung des Komités fiir Krebsforschung vom 31. Mai 
1906. — Diese Versuche, sowie die auszugsweise im folgenden beschriebenen, 
sind mit Mitteln ausgefiihrt, die ich dem Komité fiir Krebsforschung 
verdanke. Wegen des zu erstattenden Berichtes und der vielfach schwie- 
rigen Analysen sowie wegen des Wunsches, weitere Erfahrungen an patho- 
logischem Material zu sammeln, habe ich die ausfiihrliche Mitteilung heraus- 
geschoben. Im Hinblick auf die langst nach Abschlu8 meiner Versuche 
erschienenen interessanten VerOffentlichungen von O. v. Fiirth und E. 
Jerusalem (Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 131) sowie von 
C. L. Alsberg (Journ. of medical research 16, 117) entschlieBe ich mich 
zu dieser vorliufigen Notiz, wenn auch die Befunde dieser Autoren nur 
in einem losen Zusammenhange mit meinen Beobachtungen stehen. 
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nicht leicht zuganglich sind, habe ich in den Monaten Marz und 
April 1907 auf der Neapeler Zoologischen Station entsprechende 
Versuche mit den Extrakten aus Tintenbeuteln von Sepia offici- 
nalis angestellt. 

Von diesen ist bereits die enzymatische Wirkung auf Tyrosin 
von H. Pribram festgestellt, und es war zu erwarten, daB ange- 
sichts der auBerst kraftigen, normalen Farbstoffbildung bei diesem 
Tiere erhebliche Effekte auftreten wiirden. 

In der Tat vermag der in geeigneter Weise gereinigte Tinten- 
beutelauszug Adrenalinlésungen zu einem ,,Melanin‘‘ umzubilden. 
Der entstehende braunschwarze Niederschlag ist aber im Gegen- 
satz zu der flockigen, sich gut absetzenden Fallung durch Melanom- 
extrakt auBerst fein und kann nur in miihevoller Weise in festem 
Zustande abgetrennt werden. Er bildet dann ein feines sammet- 
schwarzes Pulver, das in Alkohol unldéslich, in Alkalien aber zum 
Teil léslich ist. 

Aus den Analysen folgt, daB in dem schwarzen Farbstoff 
ein Oxydationsprodukt des Adrenalins vorliegt. 

Selbstverstindlich war durch die iiblichen Kontrollen mit 
Sepiaferment ohne Adrenalinzusatz und mit gekochtem Extrakt 
die enzymatische Natur dieser Farbstoffentstehung sichergestellt. 

Das Melanomferment hatte keine Wirkung auf Tyrosin (I) 
geiuBert, bemerkenswerterweise aber auf das p-Oxyphenyl- 
athylamin (II), 


OH OH OH 
or an OH 
I) II); | IIT) 

Y Y YY 

CH, CH, CH -OH 
| | 

CH - NH, CH, - NH, CH, - NH(CH,) 
| 

COOH 


welches dem Tyrosin (= p-Oxyphenylaminopropionsaure) nahe 
steht und das Produkt einer einfachen CO,-Abspaltung aus Tyrosin 
darstellt. Diese Tatsache verdient besonders hervorgehoben zu 
werden, da nach spiteren Versuchen ganz anderer Art von 
W. L. Halle*) méglicherweise Adrenalin (III) im Tierkérper aus. 
Tyrosin iiber die Stufe von p-Oxyphenyl-athylamin entsteht. 


1) Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 8, 276, 1906. 
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Bei dem Sepiaenzym war die Wirkung auf p-Oxyphenyl- 
‘ithylamin nicht sehr deutlich. Es wurden dann noch einige 
andere im tierischen Organismus vorkommende oder zu ihm 
in Beziehung stehende Substanzen zu dem Tintenfisch-Extrakt 
hinzugefiigt, namlich d-Glucosamin (frei und als salzsaures Salz), 
Pyrrol, l-Pyrrolidincarbonsiure, Indol, Skatol, Tryptophan, meso- 
Inosit, d-l-Phenylalanin, Furfurol und Furfuralkohol, d. h. solche 
K6rper, deren chromophorer Charakter bekannt ist oder die, resp. 
von denen nahestehende Derivate mit der tierischen Pigment- 
hildung irgendwie in Zusammenhang gebracht worden sind. 

Allein bei der Indolaminopropionsiure (Tryptophan) wurde 
eine Einwirkung beobachtet. Das benutzte Material war sicher 
frei von Tyrosin, aber vielleicht mit dem zur Zeit der Ausfiihrung 
der Versuche noch nicht bekannten und erst nachmals von 
EK. Abderhalden und M. Kempe?) entdeckten Oxytryptophan 
verunreinigt. Die eintretende Farbung war von der des Adre- 
nalin- und Tyrosinumwandlungsproduktes verschieden, mehr rot- 
stichig und trat erheblich langsamer auf. Nach Zumischung einer 
minimalen Tyrosinmenge stellte sich die Verfarbung alsbald in 
der fiir Tyrosin charakteristischen Nuance ein, so daB auch durch 
dieses experimentum crucis ein Tyrosingehalt des angewendeten 
Tryptophans ausgeschlossen werden kann. 

Die Neigung des Tryptophans, in gefarbte Substanzen iiber- 
zugehen, ist recht ausgesprochen, es sei an die violetten und 
gelben*) Substitutionsprodukte, an die Indigobildung*), an die 
Glyoxalsaéure*) und Dimethylaminobenzaldehydfarbung') usw. er- 
innert. Die Tatsache, da8 ,,Tyrosinasen‘‘ einwirken, wiirde nicht 
mit der Erfahrung im Widerspruch stehen, daB diese Enzyme 
sonst nur auf hydroxylhaltige Gebilde (Phenole) einwirken; denn 
es mu8 hier auf die bisher meines Wissens nicht betonte und 
fiir biologische Fragestellungen nicht beachtete Tatsache hinge- 
wiesen werden, daB der im Tryptophan vorhandene Indolkern 





1) E. Abderhalden und M. Kempe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 
207, 1907. 

2) C. Neuberg und N. Popowsky, diese Zeitschr. 2, 357, 1907. 

3) A. Ellinger und M. Gentzen, Beitrage z. chem. Physiol. u. 
Pathol. 4, 171, 1903. 

4) F.G. Hopkins und 8S. W. Cole, Journ. of Physiol. 27, 418, 1901. 

5) E. Rhode, Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 161, 1905. 
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sich in mancher Hinsicht den Phenolen gleich verhalten kann, 
z. B. bei der Tiemann-Reimerschen Reaktion mit Chloroform 
und Kalilauge. Hierbei reagiert sein Pyrrolring'), genau wie im 
freien Pyrrol*) selbst, dessen Alkoholcharakter ebenfalls aus der 
Uberfiihrbarkeit in den Pyrrolaldehyd folgt. 

Jedoch kann die Beteiligung von Oxytryptophan, wie be- 
merkt, nicht ausgeschlossen werden. Bemerkenswert ist, daB das 
hydrierte Pyrrolderivat Pyrrolidincarbonsiure keinen Angriff des 
Fermentes erkennen lieB. 


Nachschrift bei der Korrektur. 


Aus dem soeben ausgegebenen Heft der Zeitschr. f. physiol. 
Chem. vom 28. Januar 1908 (54, 331), ersehe ich, daB Emil Ab- 
derhalden und Markus Guggenheim mit einem pflanzlichen 
Enzym, mit der Tyrosinase aus dem Pilz Russula delica, u. a. 
ebenfalls Einwirkung auf Tryptophan erzielt haben; iiber das 
Verhalten des Pilzfermentes zu Adrenalin sind keine Angaben 
vorhanden. 


1) A. Ellinger, Ber. d. Deutsch. chem. Ges, 39, 2520, 1906. 
2) E. Bamberger und E. Djerdjan, Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 33, 536, 1900. 























Beeinflussung von Fermenten durch Kolloide. I. 


Wirkung von anorganischen Kolloiden auf Pepsin. 


Von 
Ludwig Pinecussohn. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1908.) 


Vor einiger Zeit haben Ascoli und Izar’) ihre Erfahrung 
iiber die Beeinflussung der Leberautolyse durch anorganische 
Kolloide mitgeteilt. Dies war fiir mich der AnstoB, einen langst 
gehegten Plan auszufiihren und die Beeinflussung von fermen- 
tativen Prozessen durch Kolloide einer Priifung zu _ unter- 
ziehen. 

Die Resultate, die Ascoli und Izar erhalten hatten, waren 
folgende: Zusatz geringer Mengen von kolloidalem Silber, Gold, 
Platin rief eine erhebliche Beschleunigung der Leberautolyse 
hervor. Auch auf den Stoffwechsel haben nach diesen Autoren 
kolloidales Platin und Silber eine starke Einwirkung. Es resultiert 
eine starke Vermehrung der N-Ausfuhr, die besonders auf Harn- 
siure und Harnstoff zu beziehen ist. 

In ihrer zweiten Arbeit untersuchten Ascoli und Izar?) den 
EinfluB weiterer Kolloide auf die Leberautolyse. Es wurden 
gepriift das positiv geladene Ferrihydroxyd (Fe[OH),), das eine 
erhebliche Aktivierung der Leberautolyse gab. Bei einer ange- 
wandten Menge von 20 g Leberbrei geniigten schon Spuren (0,1 mg 
Fe entsprechend) zu einer Anfachung, bei Anwendung groBer 
Mengen trat plétzlich ein Umschlag ein: es trat Hemmung auf. 


1) Diese Zeitschr. 5, 394. 
2) Diese Zeitschr. 6, 192. 
Biochemische Zeitschrift Band VIII. 26 
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Diese hat mit der sauren Reaktion keine Verbindung. Kolloidales 
Aluminiumhydroxyd (Al,0,,H,,) ebenfalls positiv geladen, zeigte 
gleiches Verhalten wie Eisen. Ahnlich verhielten sich auch negativ 
geladene Lésungen wie Arsentrisulfid, Mangandioxyd. Die 
Ladung hat mit der Sache scheinbar nichts zu tun. 

Etwas abweichend verhielt sich elektrisch hergestelltes 
kolloidales Palladium. Es zeigt in jeder Konzentration eine An- 
fachung der Autolyse. Da die Lésungen nicht sehr konzentriert 
waren (0,025%), lassen es die Autoren dahingestellt, ob bei 
starkerer Konzentration vielleicht auch hier die Beschleunigung 
einer Hemmung Platz machen wiirde. 

Es interessierte nachzusehen, ob auch bei andern fermen- 
tativen Prozessen durch Zusatz von Kolloiden ahnliche Verhalt- 
nisse geschaffen wiirden, und zwar lag es am nichsten, das Ver- 
halten der proteolytischen Fermente zu untersuchen. In dieser 
Arbeit soll das Pepsin abgehandelt werden. 

Es sind erfreulicherweise in der letzten Zeit mehrere Methoden 
ausgearbeitet worden, die eine so gute Bestimmung des Pepsins 
erméglichen, da man sie auch fiir wissenschaftliche Unter- 
suchungen anwenden und so die leidigen Kjeldahlbestimmungen 
entbehren kann. Es sind dies die Methoden von Fuld!) und von 
Jacoby”), beides Reihenversuche, auf ahnlichen Prinzipien be- 
ruhend. Ich habe besonders mit der Fuldschen Methode gute 
Erfahrungen gemacht und sie auch fiir diese Untersuchungen 
angewandt. Sie zeigte sich mir als zweckmaBig, und wie konstante 
Kontrollen ergaben, als zuverlissig und einwandsfrei. Ich will 
das Verfahren, wie ich es fiir meine Versuche, in Kleinigkeiten 
modifiziert anwandte, kurz beschreiben: 

Die zu verdauende Edestinlésung (Edestin ist ein krystalli- 
siertes, verhaltnismaBig reines PflanzeneiweiB) wurde hergestellt 
durch Lésung von 0,1 g Edestin in 100"/,,-Salzsiure; sie laBt 
sich durch Verreiben des Edestins in wenig Fliissigkeit und Zufiigen 
des Restes leicht herstellen. Um ein tibriges zu tun, kann man 
die Lésung noch erwirmen und filtrieren, was sich aber im all- 
gemeinen eriibrigt. Die Lésung ist unter Toluol im Eisschrank 
langere Zeit haltbar. 


1) Diese Zeitschr. 6, 473—601. 
2) Arb. aus d. Patholog. Institut zu Berlin 1906, 655. 








— 
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Das von mir benutzte Pepsin war reiner Magensaft vom 
Hund mit Pawlowschem Blindsack, der mit "/,,-HCl auf das 
20—100fache verdiinnt wurde. 





Die Priifungen wurden nun so hergestellt, daB fiir jeden Einzel- 
versuch sechs Réhrchen mit je 0,5 ccm der zu priifenden Kolloid- 
lésung (bei den entsprechenden Kontrollen 0,5 cem destilliertes 
Wasser) und dann mit steigenden Mengen verdiinnten Magensaftes 
von 0,1—1 cem beschickt wurden. Entsprechend einem Vor- 
schlag von Fuld") ging ich bei dieser Reihe in geometrischer 
Progression vor. Die sechsgliedrige Reihe war demnach: 


0,1 0,40 
0,16 0,63 
0,25 1,0 


Nach kurzer Digestion wurden jedem Roéhrchen 2 cem der 
beschriebenen Edestinldsung zugefiigt. 

Das Gemisch blieb '/,—2 Stunden je nach dem Versuch bei 
Zimmertemperatur stehen, worauf gepriift wurde, in welchem 
Roéhrchen die Verdauung bereits beendet war. Das geschah durch 
Zufiigen von 0,5 cem gesattigter Kochsalzlésung zu jedem Reagens- 
glas. In den unverdauten Portionen entsteht durch NaCl-Zusatz 
eine mehr oder minder deutliche Triibung, dagegen tritt solche bei 
den verdauten Portionen nicht mehr auf, da die Albumose des 
Edestans (salzsauren Edestins) in Kochsalz léslich ist. Es ist 
wesentlich, die Menge des zugesetzten Kochsalzes méglichst 
gleich zu halten, da sich sonst die Grenzen verschieben kénnen. 

Untersucht wurden folgende Kolloide, die mir von der 
Chemischen Fabrik von Heyden, A.-G., Radebeul-Dresden, 
freundlichst tiberlassen wurden. 





A. Chemisch dargestellte Kolloide. 
1. Kolloidales Silber (Kollargol): 


— 


Gehalt an metallischem Silber . . 87% 

Schutzkolloid .......... 1% 
2. Kolloidales Selen: 

Gehalt an Selen. ....... . 70% 

Schutzkolloid .......... 380% 


1) Klin.-therap. Wochenschr. 1907, Nr. 11. 
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3. Kolloidales Gold: 





Metaligehalt .........2. «S% 

Schutzkolloid .......... D% 
4. Kolloidales Kupfer: 

Kupfergehalt .......... 183,8% 

Schutskolloid .......2... BMG 
5. Kolloidales Wismut: 

Gehalt an Wismut. ....... 29% 

Schutskolloid .......... «71% 
6. Kolloidales Quecksilber (Hygrol): 

Metaligehalt .........2. T% 

Schutzkolloid .......... 25% 
7. Kolloidales Arsen: 

BU es ec ce sl EU 

Schutskolloid .......... DY 


B. Elektrisch hergestellte Kolloide ohne Schutzkolloid. 


1. Argoferment, kolloidale Silberlésung: 


she ene ee + os oe se ee 
eo ee ee ee ee ee x eS 
2. Kolloidales Gold: 
ee! 
3. Kolloides Platin: 
Ee 


4. Kolloidales Quecksilber 


5. Kolloidales Wismut: 
Metallgehalt ca... . . . ... . 01%. 





C. Ferrum dialysatum (Kahlbaum) 
(Kolloidales Eisenhydroxyd.) 

Als Schutzkolloid dient fiir die unter A. genannten Priparate 
EiweiB, mit Ausnahme des kolloidalen Quecksilbers, das kolloidale 
Zinnsaure als Schutzkolloid besitzt. 

Ich lasse nun die Versuche, nach der oben beschriebenen 
Anordnung ausgefiihrt, folgen, wobei die Verdiinnungen der 








Beeinflussungen von Fermenten durch Kolloide. I. 391 


kolloidalen Metalle, in destilliertem Wasser hergestellt, sich stets 
fiir den Metallgehalt berechnen, fiir Fe(OH), dagegen fiir das 
Gesamtgewicht. 


Die Verdiinnung bezieht sich stets auf die 0,5 cem der zu- 
gesetzten Lésung, sie betragt fiir die Gesamtfliissigkeit demnach 
ungefaihr das 6fache. 


A. Chemisch dargestellte Kolloide. 
Versuch I. 
Kolloidales Gold, Au-Gehalt 80%. 
0,5 cem Kolloidlésung + (0,1—1,0) Magensaft + 2 Edestin. 


Verdiinnung 
| 1,0 Magensaft verdaut, 0,63 nicht verdaut. 
an! . 0,68 
i. me . 0,63 
in Se . 0,40 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,63 % ws 0,40 


Bei geringer Verdiinnung hat das kolloidale Gold schadigende 
Wirkung, bei gréBerer ist es neutral. Begiinstigung findet in 
keinem Falle statt. 


Versuch II. 
Kolloidales Wismut, Bi-Gehalt 29%. 
0,5 com Kolloidlésung + (0,1—1,0) Magensaft + 2,0 Edestin. 
Verdiinnung 


1/999 nichts verdaut, ausgeflockt. 





a} ase a a nicht geflockt. 
1/ 
/10 000 . , * ” 
"/a9 000 1,0 a 0,63 — 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,63 + 0,40 — 


Stark schidigende Wirkung, die bei geringer Konzentration 
etwas abnimmt. 
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Versuch III. 
Hygrol, kolloidales Quecksilber, Hg 75%. 
Gleiche Versuchsanordnung. 


Verdiinnung 
| nichts verdaut, ausgeflockt. 
af ose 10 + 0,63 — 
o/s ose 10 + 0,63 — 
a 0,63 + 0,40 — 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,63 + 0,40 — 


Das gleiche Bild wie bei kolloidalem Gold. Bei sehr starker 
Verdiinnung ist die hemmende Wirkung aufgehoben, ohne jedoch 
einer férdernden Platz zu machen. 

Zu_beriicksichtigen ist, da Hygrol keinen Eiweibstoff 


enthalt. 


Versuch IV. 
Kolloidales Selen mit 70% Se. 


Verdiinnung 
1/s000 nichts verdaut. 
"/s000 ” 9 
*/ 10.000 10 + 0,63 fast + 0,4 — 


Mie 063+ 04— 


*/40 000 063+ 04 fast+  0,25— 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,4 + 0,25 — 


Stets schidigende Wirkung, abnehmend mit der Konzen- 
tration. 

Ein weiterer mit Selen ausgefiihrter Versuch sollte zeigen, 
wann bei entsprechender Verdiinnung eine Grenze erreicht wird, 
wo eine Schadigung nicht mehr eintritt, oder ob vielleicht bei 
sehr schwacher Konzentration doch die von Ascoli und Izar 
stets beobachtete Anfachung erscheint. 


Versuch V. 


Kolloidales Selen. 


Verdiinnung 
| nichts verdaut. 
1 
/10.000 ” ” 


"/s0000 
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__ 1,0 fast + 0,63 
on 10+ 0,63 — 
"/>40 000 1,0+ 0,63 — 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 10+ 0,63 — 


Es zeigt sich also, daB erst bei einer Verdiinnung von */;59 oo; 
entsprechend einem Se-Gehalt von ca. 0,000004 g, eine Hemmung 
nicht mehr stattfindet. Beférderung tritt nicht auf. 


Versuch VI. 
Kolloidales Kupfer mit 13,5% Cu. 
Verdiinnung 


| Po nichts verdaut. 


1 
/ 10000 


1/ 
30000 


1 / nese 10+ 0,63 — 
Kontrolle : 
0,5 Wasser 0,4 + 0,25 — 

Die Hemmung ist bei dem groBe Mengen Schutzeiweib ent- 
haltenden Praparat besonders intensiv, wobei ein Teil des Pepsins 
wohl sicher durch dieses Protein gebunden sein diirfte. Da®B aber 
zwischen dem SchutzeiweiB und dem Edestin eine Verteilung des 
Pepsins stattfindet, die das Resultat der Edestinmethode zu 
falschen imstande ist, ist nicht zu befiirchten. Die in einem Rohr- 
chen enthaltene Menge SchutzeiweiB betragt bei der Verdiinnung 
1/eoo00 < 0,00005 g, bei Verdiinnung 1/39 o99 ca. 0,00003 g, waihrend 
die in 2 cem Lésung enthaltene Edestinmenge 0,002 g, also das 
60—130fache betragt. 

Versuch VIL. 
Kolloidales Arsen mit 20% As. 
Verdiinnung 


1 

/s000 

1/ ic : ver 
— nichts verdaut. 


*/30.000 
1/ e000 1,0 fast + 0,63 — , 


Kontrolle: 
0,5 Wasser 0.4 + 0,25 — 
Das Resultat ist dem des Kupfers identisch, auch hier ist 
der Gehalt an Schutzkolloid besonders grob. 
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Versuch VIII. 
Kollargol, kolloidales Silber, Ag-Gehalt 87%. 
Verdiinnung 
1/80 geflockt, nichts verdaut. 
‘e000  1,0fast+ 0,63- 


'/so000 0,63 + 0,40 
‘5009 0,63 + 0,40 
Kontrolle: 
0.5 Wasser 0,40 + 0,25 


Auch dieses Resultat reiht sich den vorigen gleichsinnig an. 


B. Elektrisch dargestellte Kolloidlésungen ohne Schutzkolloid. 
Versuch IX. 
Argoferment, 0,02% Ag. 
0,5 + (0,1—1,0) Magensaft + 2 Edestin. 


Verdiinnung 
1/99 (Originallésung) 0,63 + 0,4 
"/ 10000 0,63 + 0,4 
"/ 30000 0,63 + 0,4 
*/ 60.000 0,40 + 0,25 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,40 + 0.25 


Die Hemmung tritt also auch hier ein, sie ist schwicher als 
fiir Kollargol. Wiahrend Argoferment schon bei einer Verdiinnung 
von !/,5 o99 indifferent ist, hemmt Kollargol in dieser Konzentration 
noch die Pepsinwirkung. 


Versuch X. 
Argoferment, Ag-Gehalt 1,5°/,,. 

0,5 der Stammlésung + (0,1—1,0) Magensaft + 2 Edestin. 

Scheinbar nichts verdaut, durch dunkle Farbung Kontrolle 
etwas erschwert. Es traten Flockungen auf, die bei 0,1 und 
0,16 Magensaft sehr deutliche schwarze Fallungen bilden, die nach 
oben hin abnehmen. 
Kontrolle: 

0,5 Wasser 1,0+ 0,63 fast + 0,40 — 


In der héheren Konzentration ist also die Hemmung noch 


ausgepragter. 
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Versuch XI. 


Quecksilber und Wismut. 
0,5 Originallésung + (0,1—1,0) Magensaft + 2 Edestin. 


Hg 10+ 0,63 — 
Bi 10+ 0,63 — 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 1,0+ 0,63 fast + 0.4 


Schwache Hemmung findet auch hier statt. 


Versuch XII. 
Kolloidales Gold, 0,15%. 


Verdiinnung 
ca. 1/,59 (Originallésung) 10 + 0,63 - 
"/1300 10 + 0,63 — 
"/s600 0,63 + 0,40 
*/ 5200 0,63 + 0,40 
| eeee 0,63 + 0,40 
 soceo 0,63 + 0,40 
| 0,63 + 0,40 
Kontrolle : 
0,5 Wasser 0,63 + 0,40 


Die Hemmung macht schon bei verhiltnismabig hoher 
Konzentration einer Indifferenz Platz. Nie Foérderung der 
Fermentwirkung. Das gleiche findet sich bei Platin. 


Versuch XIII. 
Kolloidales Platin, 01%. 


Verdiinnung 
1/5000 1O + 0,63 
1/ S000 0,63 + 0,40 
1/ eso 0,63 + 0,40 
/ 0,63 + 0,40 
‘e000 0,63 + 0,40 
"/s2000 9,63 + 0,40 
1/5000 0,63 + 0,40 - 
Kontrolle: 


0.5 Wasser 0,63 + 0,40 -- 
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C. Ferrum dialysatum (Kahlbaum). 
Versuch XIV. 
Kolloidales Eisenhydroxyd. 


Verdiinnung 


| alles geflockt. 
'/so000 zum Teil geflockt, nichts verdaut. 
"/30 000 10 + 0,63 — 
* heal 0,63 + 0,40 — 
Kontrolle: 
0,5 Wasser 0,40 + 0,25 — 


Eine Menge von Eisenhydroxyd, entsprechend einem Eisen- 
gehalt von 0,0000042 g Fe, iibt also noch hemmende Wirkung aus. 
Freilich sind die hier angewandten EiweiBmengen auBerordentlich 
gering, die Angabe ist daher nicht direkt mit Ascolis Resultat 
zu vergleichen, der durch 0,0001 g Fe als Fe(OH), noch Anfachung 
der Autolyse erhielt. 

Aus allen diesen Versuchen ergibt sich, daB die Hemmung 
besonders stark bei Fe(OH), und bei den schutzkolloidhaltigen 
Metallen ausgepriigt ist. Fiir diese Priparate diirfte sie zudem 
noch zum Teil auf das Schutzkolloid selbst zuriickzufiihren sein. 
Jedenfalls findet sich die Hemmung aber auch bei den Kol- 
loiden ohne SchutzeiweiB. Mit fallender Konzentration nimmt 
die Hemmung ab, schlagt aber nie in eine Begiinstigung um. 

Absorption der Salzsiure durch die kolloidalen Lésungen 
findet nicht statt, so daB die verschlechterte Verdauung hieraus 
nicht erklart werden kann; es diirften also wohl Umbhiillungs- 
erscheinungen auftreten, welche die Angriffsfahigkeit des Fer- 
mentes verhindern bzw. mindern. 

Weiter wurde noch gepriift, ob die Lange der Verdauungszeit 
einen EinfluB auf die Hemmungswirkung des Kolloids hat. Die 
Frage muBte verneint werden nach dem Ausfall des folgenden 
Versuches. 


Versuch XV. 


ts wurden viermal folgende Ansiitze gemacht: 


a) Sechs Glaser mit je 0,5 cem kolloidaler Eisenlésung */ 35 999 
+ (0,1—1,0) verdiinntem Magensaft, 
+ je 2ccm Edestinlésung. 
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b) Sechs Glaser mit je 0,5 cem Wasser 
+ (0,1—1,0) Magensaft, 
+ je 2ccm Edestin, 


und nach ?/,, 1, 1'/, und 2 Stunden in je einem Kolloid- und einem 
Wasserréhrchen die Verdauungsgrenze bestimmt. 
Es fand sich 
nach 1/, Stunde: 
a) Kolloidréhrehen nichts verdaut, 
b) Wasserréhrchen nichts verdaut: 


nach 1 Stunde: 
a) Kolloidréhrchen lim + 1,0, 
lim — 0,63, 
b) Wasserréhrchen lim + 0,63, 
lim — 0,40; 
nach 1'/, Stunden: 
a) Kolloidréhrehen lim + 1,0, 
lim — 0,63, 


b) Wasserréhrchen lim + 0,63, 
lim — 0,40; 
nach 2 Stunden: 
a) Kolloidréhrehen lim + 1,0, fast + 0,63, 
lim — 0,40, 
b) Wasserréhrchen lim + 0,63, fast + 0,4, 
lim — 0,25. 


Endlich war noch zu sehen, ob die Reihenfolge, in welcher 
das Kolloid zugesetzt wird, etwas ausmachte. In den bisher be- 
schriebenen Versuchen wurde stets Kolloidlésung zum Magensaft 
saft gesetzt und nach kurzer Digestion die Edestinlésung zugefiigt. 

Bei vergleichenden Versuchen unter Benutzung von ver- 
diinnter kolloidaler Eisenlésung 

a) [Kolloidlésung + Magensaft] + Edestin, 

b) [Magensaft + Edestin] + Kolloid, 

c) Magensaft + [ Edestin + Kolloid] 


wurden Unterschiede nicht gefunden. 
Nachfolgend noch ein Protokoll eines ahnlichen Versuches. 
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Versuch XVI. 
Verdiinntes Eisenhydroxyd, kolloidal. 
a) 0,5 Kolloidlésung + (0,1—1,0 Magensaft) in zehngliedriger 
Reihe mit den Abstufungen: 


0,1 0,36 
0,13 0,46 
0,17 0,60 
0,22 0,77 
0,28 1,0 


+ 2 Edestin (stets benutzte Anordnung); 
b) (0,.1—1,0) Magensaft (zehngliedrige Reihe) + 2 Edestin, 
sodann 0,5 Kolloidlésung zugefiigt. 
1 Stunde verdaut. 
Es war fiir 


a) lim + 0,77, 
lim — 0,60; 
b) lim + 0,77, 
lim — 0,60; 
Kontrolle mit 0,5 Wasser lim + 0,46, 


lim — 0,36. 

Die Hemmung gegen Wasser ist also in beiden Fallen vor- 
handen. Untereinander besteht trotz der verschiedenen Anordnung 
kein Unterschied. 

Ich fasse die Ergebnisse meiner Untersuchungen zusammen: 

Die Pepsinverdauung wird durch die untersuchten Kolloide in 
keinem Falle geférdert. Sie wird am wenigsten beeinfluBt durch die 
elektrisch dargestellten reinen Metallkolloide, starker durch Eisen- 
hydroxyd, wie die chemisch dargestellten mit EiweiB als Schutz- 
kolloid versehenen Metalle. 

Die Hemmung ist am stirksten bei hohen Konzentrationen, 
bei Verdiinnung strebt sie einem Grenzwert zu, jenseits desselben 
der Zusatz des Kolloids indifferent ist. Es ergibt sich also ein 
prinzipieller Unterschied gegen die autolytischen Fermente, deren 
Fahigkeit nach den Untersuchungen von Ascoli und Izar 
durch Kolloide verstirkt wird. 

Die Hemmung ist unabhaingig von der Dauer der Verdauung, 
auch von der Reihenfolge, in der man das Kolloid zufiigt. 

Mit weiteren Versuchen iiber die Einwirkung der Kolloide 
bin ich beschaftigt und hoffe bald dariiber berichten zu kénnen. 














Zur Kenntnis der Leucinfraktion des EiweiBbes. 


Von 


Felix Ehrlich und Adolf Wendel’). 
(Aus dem Institut fiir Zuckerindustrie, Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1908.) 


Die folgenden Untersuchungen, die eine Fortsetzung der 
Studien des einen von uns?) bilden, bezwecken, einige Beitrige 
zur Kenntnis der sogenannten ,,Leucinfraktion* pflanzlicher und 
tierischer Proteine zu liefern, d. h. derjenigen Aminosauren, die 
sich aus Lésungen von hydrolysiertem Eiweib gewéhnlich neben 
Tyrosin und Cystin beim Eindampfen krystallinisch abscheiden 
oder zwischen bestimmten Siedepunkten nach der jetzt allgemein 
gebrauchlichen Fischerschen Estermethode fast stets zusammen 
gewonnen werden. Es sind dies das |-Leucin, das d-Isoleucin und 
das d-Valin. Diese EiweiBspaltungsprodukte haben namentlich 
durch die mannigfachen Umwandlungen, denen sie im Stoff- 
wechsel der Pflanzen und Tiere unterliegen, in den letzten Jahren 
allgemeines Interesse erregt. 

So weit verbreitet sie indes in der Natur vorkommen, und 
so eingehende chemische Bearbeitung sie schon erfahren haben, 
so ungemein schwierig gestaltet sich die Reindarstellung der 
einzelnen Glieder dieser Gruppe aus natiirlichen Produkten. Das 
gilt vor allem fiir das am langsten bekannte eigentliche |-Leucin 
selbst, von dem es bisher nicht méglich war, aus Eiweibstoffen 
Priiparate von vollkommen gleich starker optischer Aktivitat 
zu erhalten, wie sie sich durch chemische oder biologische Spaltung 
aus dem synthetischen Racemk6rper leicht gewinnen lassen. 


1) A. Wendel, Inaug.-Diss., Rostock 1908. 
2) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1809, 1904; 40, 
2538, 1907. 
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Offenbar war auch das reinste bisher aus Proteinen dargestellte 
Leucin nicht frei von der Racemverbindung oder von beigemengten 
isomeren oder homologen Aminosiuren, so daB sich auch die 
Frage nach seiner wirklichen Drehung bis heute nicht sicher 
entscheiden lieB!). Ahnliche Schwierigkeiten, die in der Fahigkeit 
der Aminosiuren dieser Gruppe untereinander fast untrennbare 
Mischkrystalle zu bilden begriindet sind, machen die Reingewin- 
nung von aktivem Isoleucin und Valin aus EiweiB ebenfalls zu 
einem héchst miihevollen Unternehmen. 

In der vorliegenden Arbeit wird nun zuniichst eine Methode 
beschrieben, mit deren Hilfe es verhaltnismaBig leicht gelingt, 
aus Casein, Ovalbumin und Hefe ein optisch-aktives Leucin zu 
isolieren, das in allen seinen Eigenschaften und besonders auch 
in seinem spezifischen Drehungsvermégen mit dem friiher synthe- 
tisch erhaltenen |-Leucin vollkommen iibereinstimmt. Damit 
ist die Reingewinnung des seit fast einem Jahrhundert bekannten 
Leucins in seiner urspriinglichen optisch-aktiven Form aus natiir- 
lichen Stoffen zum ersten Male vollstandig durchgefiihrt und 
zugleich auch die Frage nach seiner eigentlichen DrehungsgréBe 
definitiv gelést. Es unterliegt keinem Zweifel, daB die angegebene 
Darstellungsmethode fiir das reine 1-Leucin auf EiweiBstoffe und 
andere Naturprodukte allgemein anwendbar ist. 

Von den iibrigen Aminosiuren der Leucinfraktion des Ei- 
weiBes erscheint das erst vor kurzer Zeit entdeckte Isoleucin, 
das bisher stets neben dem Leucin gefunden wurde, besonders 
interessant, da es die Muttersubstanz einer ganzen Reihe wichtiger 
optisch-aktiver natiirlich vorkommender Verbindungen bildet*). 
Die véllige Reindarstellung dieser Aminosiure aus Stoffen natiir- 
licher Herkunft ist bisher auch nur in einem einzigen Falle*), 
nimlich aus der Riibenmelasse, méglich gewesen, wihrend sonst 
nach der iiblichen Isolierungsmethode iiber die methylalkohol- 
léslichen Kupfersalze, wie schon vorliufig an anderer Stelle*) 
mitgeteilt ist und wie die nachstehenden Untersuchungen aus- 
fiihrlich zeigen, aus EiweiBstoffen immer nur Gemische von 
d-Isoleucin und d-+Valin zu gewinnen sind. Solche in den Mengen- 


1) E. Fischer und Warburg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 
4005, 1905. 

2) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2547, 1907. 

3) F. Ehrlich 1. ec. 
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verhaltnissen der beiden Aminosiuren stark wechselnde Mischun- 
gen von Isoleucin und Valin, die durch keine Art der Fraktionierung 
weiter zu trennen waren, lieBen sich im folgenden aus Casein, 
Ovalbumin, Schwamm, Horn und Hefe darstellen. Durch Um- 
wandlung der freien Aminosiuren in die racemische resp. stereo- 
isomere Verbindung und durch Abscheidung des schwerer lés- 
lichen racemischen Valinkupfers gelang dann weiterhin in zwei 
Fallen, beim Casein und bei der Hefe, die Aufspaltung des Ge- 
misches beider Aminosiuren, die jede fiir sich in fast analysen- 
reiner Form gewonnen wurden. Um iiber die wirklichen Drehungs- 
verhaltnisse der urspriinglichen Aminosiuren einige Anhalts- 
punkte zu erhalten, wurde schlieBlich noch eine Hefespaltung 
beider Teile des Gemisches vorgenommen, die beim Valin zur 
Darstellung des optischen Antipoden der natiirlich vorkommen- 
den Verbindung, des |]-Valins, beim Isoleucin zur Isolierung seines 
Stereoisomeren, des d-Allo-Isoleucins, von annihernd den 
DrehungsgréBen, wie sie friiher beobachtet waren, fiihrte. 

Wenn auch die hier beschriebenen Trennungsmethoden im 
wesentlichen nur qualitative sein kénnen und in mancher Hinsicht 
verbesserungsbediirftig erscheinen, so zeigen sie doch einen Weg 
an, auf dem man vielleicht einmal eine quantitative Aufspaltung 
der Aminosiuren der Leucingruppe wird erreichen kénnen. Es 
wire sehr wiinschenswert, das derartige Untersuchungen von den 
verschiedensten Seiten aus in gréBerem MaSstabe unternommen 
und unter den pflanzlichen EiweiBkérpern besonders auf die 
Proteine der Mikroorganismen, wie die verschiedenen Heferassen, 
Pilze, Bakterien usw. ausgedehnt werden, damit man hier einen 
Uberblick dariiber bekommt, in welchen Mengenverhiiltnissen die 
betreffenden Aminosauren in ihrer Leibessubstanz enthalten sind, 
und Riickschliisse daraus ziehen kann, welche Umsetzungs- 
produkte, Alkohole, Fuseléle, Saiuren usw. die niederen Lebe- 
wesen durch Abbau der Aminosiuren ihrer eigenen EiweiBsub- 
stanzen zu bilden imstande sind?). 

SchlieBlich sei noch erwihnt, daB in Bestiitigung friiher 
erhaltener Resultate bei Untersuchung der Leucingruppe neben 
Leucin immer nur Isoleucin und kein weiteres Isomeres des Leucins 


1) F. Ehrlich, Untersuchungen iiber Fuselélbildung, Zeitschr. d. 
Vereins d. Deutsch. Zuckerind. 55, 539, 1905; diese Zeitschr. 1, 8 u. 2, 52, 
1906; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 4072, 1906; 40, 1027, 1907. 
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gefunden wurde. Da mit gréBter Wahrscheinlichkeit nur diese 
beiden Aminosiiuren mit sechs Kohlenstoffatomen in der Natur 
existieren, geht ja auch schon daraus hervor, daB man bei der 
peinlichsten Untersuchung von Fuselélen der verschiedensten 
Herkunft immer nur die dem Leucin und Isoleucin entsprechenden 


’ 


CH 
Alkohole, den inaktiven Isoamylalkohol cH CH - CH, -CH,OH 
3 


CH, .* 
und den aktiven d-Amylalkohol C q »CH - CH,OH, isolieren 
ths 


konnte. Eine andere Frage, die bisher nicht zu entscheiden war, 
ist die, ob nicht etwa im EiweiB neben dem Valin, der «-Amino- 
ee eae CH } 
Iso-Valeriansiiure von der Formel cH CH -CHNH, -CO,H, eine 
3 
Aminosiiure von gleicher Kohlenstoffzahl und analoger Konstitu- 
tion wie das Isoleucin vorkommt, namlich das Isovalin von der 
Cie « See : 
Formel Cc Hq >CNH,-CO,H. Auch durch die nachstehenden 
2tts 

Untersuchungen hat sich fiir diese Annahme kein Beweis er- 
bringen lassen. Da die fragliche Aminosaure indes auBerst leicht 
léslich ist und sich sehr leicht racemisiert, so ist die Méglichkeit 
nicht von der Hand zu weisen, daB sie vielleicht in den Proteinen 
vorhanden und nur infolge ihrer Eigenschaften der Forschung 
bis jetzt entgangen ist'). 


Reindarstellung von 1-Leucin aus EiweiB. 

Vor der Entdeckung des Isoleucins nahm man allgemein an, 
daB das reinste Leucin aus EiweiB bisher von Schulze und 
seinen Mitarbeitern aus pflanzlichem und von Mauthner aus 
tierischem EiweiB dargestellt sei; allerdings zeigten sich auch 
bei ihren Priaparaten sehr betriachtliche Unterschiede besonders 
in der Drehung, die aber von diesen Autoren hauptsichlich auf 
geringe Anderungen in der Konzentration der zur Lésung be- 
nutzten Salzsiure zuriickgefiihrt wurden. 

So fanden Schulze und BoSBhard?) und Schulze und 
Likiernik®) in ziemlicher Ubereinstimmung mit Mauthner‘), 


1) Vgl. die foigende Mitteilung von F. Ehrlich. 

2) E. Schulze und BoBhard, Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 100, 1885. 

3) E. Schulze und Likiernik, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 26, 
56, 1893. 

4) Zeitschr. f. physiol. Chem. 7, 222, 1883. 
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der fiir Leucin aus Casein [a]p=+17,5° in 10proz. Salz- 
siure beobachtet hatte, fiir das Leucin aus Conglutin in 
19—20 proz. Salzsiiure [a])=+17,3°, und spaterhin E. Schulze 
und Winterstein’) fiir ein Leucinpriparat aus Vicia Sativa in 
24 proz. Salzsiure [a«])=+18,9°. Demgegeniber zeigte ein neuer- 
dings von E. Schulze aus EiweiBkérpern gewonnenes und sorg- 
faltig gereinigtes Leucin nach den iibereinstimmenden Beobach- 
tungen von E. Schulze und E. Fischer?) eine spezifische Dre- 
hung von [a]}j)"=+ 16,9° in 20proz. Salzsiure. 

Diese Differenzen veranlaBten bereits E. Fischer Zweifel 
dariiber auszusprechen, ob die bisher erhaltenen Leucinpriaparate 
aus EiweiB wirklich die Garantie absoluter Reinheit besitzen, 
zumal es ihm bei der Spaltung des racemischen Leucins iiber 
die Benzoylverbindungen*) ebenso wie spiiter tiber die Formyl- 
verbindungen‘) immer nur gelungen war, ein aktives Leucin 
von dem im Durchschnitt viel niedrigeren Drehungsvermégen 
[a]j,” = +15,6° zu erhalten. Da es sich hier immerhin noch um 
eine Beimengung von Racemkérper handeln konnte, so mubte 
die Frage nach der wirklichen Drehung des reinen aktiven Leucins 
vorlaufig unentschieden bleiben. 

Die Arbeiten iiber das Isoleucin®) zeigten dann deutlich, 
daB nach den bisherigen Verfahren eine Reindarstellung des 
Leucins aus Eiweif iiberhaupt nicht méglich ist, da man weder 
durch fraktionierte Krystallisation der freien Aminosiure noch 
des Kupfersalzes trotz seiner Schwerléslichkeit eine vollstandige 
Abtrennung des Leucins vom Isoleucin durchfiihren kann. Das 
gleiche gilt offenbar fiir die Reinigung des |-Leucins vom d-Valin, 
das, wie aus den Arbeiten von E. Fischer*) und E. Schulze und 
Winterstein’) hervorgeht, ebenfalls in hohem Grade befahigt 
ist, sowohl mit dem |-Leucin wie mit dem d-Isoleucin durch Um- 
lésen untrennbare Mischkrystalle zu bilden. 


1) E. Schulze und Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 306. 

2) E. Fischer und Warburg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 4003, 
1905. 

3) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 2370, 1900. 

4) E. Fischer und Warburg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 
3997, 1905. 

5) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1809, 1904; 40, 2538, 1907. 

6) E. Fischer und Dérpinghaus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 469. 

7) Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 38, 1905. 
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Indes ist schon gelegentlich der Untersuchungen des Leucins 
aus Melasseschlempe der Weg angedeutet worden, der es ermég- 
licht, die Entmischung der beobachteten molekularen Verbindungen 
zwischen Leucin, Isoleucin und Valin vorzunehmen. In diesem 
Falle') lieB sich naimlich ein isoleucinfreies Leucin in der Weise 
erhalten, daB die freien Aminoséuren zunichst in die Kupfersalze 
verwandelt und diese erschépfend mit Methylalkohol extrahiert 
wurden. Hierbei wird ein groBer Teil Isoleucin vom Leucin ab- 
getrennt. Es hinterbleibt aber ein sowohl in Wasser wie in Alko- 
hol unlésliches Gemisch von viel Leucinkupfer und wenig Iso- 
leucinkupfer, aus dem auch bei noch so langem Kochen mit 
Wasser, Methyl- oder Athylalkohol das Isoleucinkupfer nicht zu 
extrahieren ist. Ein weiterer Teil Isoleucinkupfer war dann 
wieder aus diesem Gemisch abzuscheiden, nachdem die Kupfer- 
salze mit Schwefelwasserstoff zersetzt, die Lésung der Amino- 
siuren wieder in die Kupfersalze verwandelt waren und diese 
von neuem mit Methylalkohol behandelt wurden. Erst nachdem 
dieser ProzeB drei- bis viermal fortgesetzt wurde, gelang es 
sukzessive die Entmischung der beiden Aminosauren vorzunehmen 
und isoleucinfreies Leucin zu gewinnen. Da in der Melasseschlempe 
von vornherein ein Gemenge von racemischem und aktivem 
Leucin vorliegt, so war es erklarlich, daB sich auf diesem Wege 
nur ein partiell racemisiertes Leucin gewinnen lieB, dessen Dre- 
hungswerte auf die wirkliche Drehung des Leucins aus EiweiB der 
Riibe keinen RiickschluB gestattete. 

Im folgenden wurde versucht, die friiher von F. Ehrlich 
angegebene Methode auf die bei der Hydrolyse verschiedener 
EiweiBstoffe erhaltenen Leucinpraparate zu itibertragen. Man 
gelangt dabei in der Tat zu einem Leucin, dessen Drehung in 
wiisseriger und salzsaurer Lésung vollkommen mit dem aus 
synthetischem Leucin mittels Hefespaltung erhaltenen*) tberein- 
stimmt. Auch im iibrigen decken sich seine Eigenschaften mit 
denen des optisch-aktiven Leucins, das frither von Fischer’) 
iiber die Benzoyl-, von Fischer und Warburg’) iiber die Formyl- 


1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1835, 1904. 
2) F. Ehrlich, Diese Zeitschr. 1, 8, 1906. 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 2370, 1900. 

4) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 3997, 1905. 
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verbindungen, und ferner von Fischer') bei der Verfitterung 
von racemischem Leucin an ein Kaninchen gewonnen ist, so 
daB an der Identitaét aller dieser Priiparate nicht mehr zu 
zweifeln sein diirfte. 

Mit der im folgenden beschriebenen Isolierung von Leucin aus 
Ovalbumin, Casein und HefeeiweiB kann also die Reindarstellung 
der im Jahre 1818 entdeckten Aminosiuren aus natirlichen 
Stoffen in ihrer urspriinglichen aktiven Form zum ersten- 
mal als gelungen gelten. 

Wie die Versuche zeigen, war die Ausbeute an reinem 1]-Leucin 
stets relativ sehr gering und betrug héchstens 2% des betreffenden 
EiweiBstoffes. Wenn hierbei entsprechend der Kompliziertheit des 
Verfahrens sicher auch mechanische Verluste eine Rolle gespielt 
haben, so laBt sich doch jetzt schon so viel sagen, daB die friiheren 
Schatzungen tiber den Gehalt der natiirlichen Proteine an eigent- 
lichem Leucin bedeutend zu hoch gegriffen waren?). 


l-Leucin aus Ovalbumin. 


In eine kochende Mischung von 750 g konzentrierter Schwefel- 
siure und 1'/, 1 Wasser wurden portionsweise 250 g Ovalbumin 
(Kahlbaum - Berlin) eingetragen und das Ganze am RiickfluB- 
kiihler 20 Stunden im Sieden erhalten*). Die resultierende tief- 
dunkeibraune Lésung wurde nach Verdiinnen mit ungefahr 2 | 
Wasser zur Entfernung der Schwefelsiure mit etwas weniger als 
der berechneten Menge festem Barythydrat unter starkem Riihren 
versetzt, das ausgefallte Bariumsulfat nach langerem Stehen ab- 
gesaugt und wiederholt griindlich mit heiBem Wasser zur Ent- 
fernung der anhaftenden Lésung ausgewaschen. Aus der ab- 
gesaugten Lésung wurde die Schwefelsiure genau ausgefallt und 
dann das Filtrat in groBen Porzellanschalen zuniachst bis zur Aus- 
scheidung des Tyrosins eingedampft. Nach dem Erkalten wurde 


1) Nach den Versuchsbedingungen von Wohlgemuth (Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 38, 2064, 1905). Wohlgemuth selbst macht iiber 
die Herkunft und die spezifische Drehung seines Leucins keine be- 
stimmten Angaben. 

2) Vgl. besonders die Angaben von R. Cohn, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 26, 395. 

3) Nach der Kossel - Kutscherschen Vorschrift, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 31, 168. 


27° 
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vom auskrystallisierten Tyrosin abfiltriert und mehrfach mit 
kaltem Wasser nachgewaschen. Nach weiterem Eindampfen des 
Filtrates konnte noch eine geringe Menge Tyrosin abgeschieden 
werden. Die gesammelten Filtrate und Waschwasser vom Tyrosin, 
die nur noch schwach die Millonsche Reaktion gaben, wurden 
nunmehr bis zur Krystallisation eingedampft und das erhal- 
tene Krystallgemenge langere Zeit in einem kihlen Raum auf- 
bewahrt. 

Durch Absaugen und Waschen mit 70 proz. Alkohol wurden 
daraus 55 g dunkelbraun gefiarbtes rohes Leucin erhalten. 

Zur Uberfiihrung in das Kupfersalz wurden diese 55 g Roh- 
leucin zunachst in 2 | Wasser gelést und die Lésung zweimal mit 
Tierkohle heiB behandelt. Das schwachbraune Filtrat wurde mit 
iiberschiissigem Kupfercarbonat einige Zeit gekocht und das 
ausgeschiedene Kupfersalz zusammen mit den Kupfercarbonat- 
resten abfiltriert und heiB ausgewaschen. 

Das abfiltrierte Kupfersalz wurde zusammen mit dem aus 
dem tiefblauen Filtrat nach dem Eintrocknen und erschépfenden 
Extrahieren mit Methylalkohol unléslich zuriickbleibenden Kupfer- 
salz in Wasser aufgeschwemmt und unter Erwarmen so lange mit 
Salzsiure versetzt, bis Lésung eintrat. 

Aus der kochenden salzsauren Lésung wurde dann mit 
Schwefelwasserstoff das Kupfer ausgefiallt, vom Schwefelkupfer 
abfiltriert und das Filtrat zur Vertreibung der iiberschiissigen 
Salzsiiure mehrmals auf dem Wasserbade eingedampft und dann 
mit Kupfercarbonat in groBem Uberschu8 gekocht. Nach Neutra- 
lisation der Salzsiure vollzog sich die Abscheidung der Kupfer- 
salze in ahnlicher Weise wie bei den freien Aminoséuren. Dann 
wurde ohne abzufiltrieren eingedampft und das Gemisch der 
Kupfersalze der Leucine mit Kupferchlorid erschépfend mit 
Methylalkohol ausgelaugt. 

Die getrockneten unldslich zuriickbleibenden Kupfersalze 
wurden nach Suspension in Wasser unter Kochen direkt mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Aus dem Filtrat vom Schwefel- 
kupfer lieBen sich nach dem Eindampfen 6,8 g bei 105° getrockne- 
tes, schwach gelb gefirbtes Rohprodukt erhalten. 

Ein kleiner Teil dieses Rohleucins wurde aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert und zur Bestimmung der Drehung in 
wisseriger Lésung verwandt. 
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Angewandt : 0,2368 g Substanz. Gesamtgewicht der wasserigen 
Lésung 11,5725 g. Prozentgehalt 2,04. Drehung im 200 
mm-Rohr bei 20° im Natimumlicht: —0,21°. 


[a JR” = — 5,05°. 


Da F. Ehrlich, der den Drehungswert des Leucins in wisse- 
riger Losung festgelegt hat, fiir den optischen Antipoden des 
Leucins [a]; = +10,34° beobachtete, enthilt also das zweimal 
wie oben angegeben entmischte Leucin aus Ovalbumin, wie sich 
aus der niedrigen Drehung schlieBen laBt, noch Isoleucin ev. auch 
Valin beigemengt. 

Zur weiteren Reinigung wurde daher eine nochmalige Ent- 
mischung in der Weise vorgenommen, da die oben insgesamt 
erhaltenen 6,8 g des Leucingemisches wieder in die Kupfersalze 
verwandelt und mit Methylalkohol behandelt wurden, wobei, nach 
der Blaufiirbung des Methylalkohols zu urteilen, deutliche Mengen 
Isoleucin- und Valinkupfer in Lésung gingen. 

Aus dem unléslich zuriickbleibenden Kupfersalz wurden nach 
Zersetzung mit Schwefelwasserstoff noch 3,2 g Aminosiure ge- 
wonnen, die nunmehr den doppelten Drehungswert in wiasseriger 
Lésung aufwies. 

Angewandt: 0,2413 g Substanz. Gesamtgewicht der wiisse- 

rigen Lésung 12,1482 g. Prozentgehalt 1,98. Drehung im 
200 mm-Rohr bei 20° im Natriumlicht: — 0,40°. 
[a] = —10,1°. 


Kine zum viertenmal nach demselben Verfahren ausgefiihrte 
Entmischung, bei der nur noch eine sehr geringe Menge von 
methylalkoholléslichem Kupfersalz abzutrennen war, lieferte 
schlieBlich 1,6 g Leucin, das umkrystallisiert mit dem d-Leucin 
F. Ehrlichs') vollkkommen iibereinstimmende Drehungswerte 
ergab. Die Gesamtausbeute an reiner Aminosiure betrug 1,1 g. 

Fiir die Analyse und die Bestimmung der Drehung wurde 
die aus verdiinntem Alkohol umkrystallisierte Substanz bei 
110° getrocknet. Schmelzpunkt im geschlossenen Rohr: 295°. 
1 Teil Substanz erforderte zur Lésung 45 Teile Wasser von 20° C. 

0,1558 g Substanz: 0,3126 g CO,, 0,1373 g H,O. 

0,1686 g Substanz: 15,4 ccm N (18°, 755 mm). 


1) Diese Zeitschr. 1, 8, 1906. 
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C,H,,;NO,. Ber. C 54,96, H 9,92, N 10,69. 
Gef. ,, 54,75, ,, 10,14, ,, 10,42. 


Spezifische Drehung des Leucins in wisseriger Lésung. 
Angewandt: 0,2542 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 
11,4793 g. Prozentgehalt 2,21. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: —0,46°. 
{a} = —10,42°. 


Spezifische Drehung des Leucins in salzsaurer Lésung. 
Angewandt: 0,3793 g Substanz in 20proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 10,3333 g. Prozentgehalt 3,66. 
Spez. Gewicht 1,1. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: + 1,25°. 
[a] = + 15,53°. 


1-Leucin aus Casein. 

Als Ausgangsmaterial diente ein nach dem Verfahren von 
Hammarsten dargestelltes Casein. |-Leucin von genau den- 
selben Eigenschaften wurde daraus sowohl aus den direkt kry- 
stallisierenden Rohleucinen als auch auf dem Wege der Ester- 
methode erhalten, wenn man sie wie eben angegeben entmischt. 

I. 250g dieses Proteins wurden mit ungefaihr 21 33 proz. 
Schwefelsiure wie friiher beschrieben hydrolysiert und die hy- 
drolisierte Lésung ebenfalls in oben angegebener Weise auf Roh- 
leucin verarbeitet. Es wurden so 27 g eines schwach braunlich 
gefarbten Pulvers erhalten. Das rohe Leucin wurde in die Kupfer- 
salze verwandelt, die Kupfersalze wieder mit Methylalkohol aus- 
gelaugt, das zuriickbleibende Kupfersalz von neuem in die freien 
Aminosauren tibergefiihrt, diese nochmals mit Methylalkohol be- 
handelt und so in ahnlicher Weise wie beim Ovalbumin der Ent- 
mischungsprozeB sukzessive fiinfmal durchgefihrt. 

Zum Unterschied von dem friiheren Verfahren geschah die 
Zerlegung der in Methylalkohol unléslichen Kupfersalze diesmal 
in der Weise, daB dieselben in einem gréBeren Kolben suspendiert 
und unter Durchleiten eines Dampfstromes bis zur vollstandigen 
Uberfiihrung des Kupfers in Kupfersulfid portionsweise mit einer 
Lésung von Schwefelammon behandelt wurden. Das iiberschiissige 
Schwefelammon entfernte man unter Kochen mit Bleicarbonat, 
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filtrierte sodann und trug darauf nach dem Wegdampfen des noch 
vorhandenen Ammoniaks zur erneuten Uberfiihrung in die Kupfer- 
salze Kupfercarbonat in die Lésung ein. Wihrend bei der ersten 
Entmischung 8 g methylalkohollésliches Kupfersalz zu extra- 
hieren waren, lieBen sich bei der fiinften Auslaugung nur noch 
0,7 g davon isolieren. Aus dem schlieBlich verbleibenden Leucin- 
kupfer wurden 7,6 g Rohprodukt der Aminosiure gewonnen, das 
bei zweimaligem Umkrystallisieren 3,8 g reines |-Leucin lieferte. 
Schmelzpunkt bei schnellem Erhitzen im geschlossenen Rohr: 292°. 
Zur Bestimmung der Léslichkeit wurde die Substanz 24 Stun- 
den lang in einem Ostwaldschen Thermostaten bei 20° mit einer 
zur Lésung ungeniigenden Menge Wasser geschiittelt. In 10,6245 g 
der filtrierten Lésung waren enthalten 0,2380 g Substanz. Dem- 
nach sind zur Lésung von | Teil Leucin 44,6 Teile Wasser von 
20° ndétig. 
0,1758 g Substanz: 0,3532 g CO,, 0,1533 g H,O. 
0,1797 g Substanz: 16,8 ccm N (17°, 749 mm). 
C,H,,NO,. Ber. C 54,96 H 9,92 N 10,69. 
Gef. ,, 54,78  ,, 9,67 ,, 10,84. 


Spezifische Drehung des ]-Leucins aus Casein in wasseriger Lésung: 
Angewandte Substanz: 0,2380 g. Gesamtgewicht der Lésung 
10,6245 g. Prozentgehalt 2,24. Drehung im 200 mm-Rohr 

bei 20° im Natriumlicht: —0,46° 

(a je” = —10,35°. 


Spezifische Drehung des ]-Leucins aus Casein in salzsaurer Losung : 
Angewandte Substanz: 0,6324 g. Gelést in 20proz. Salz- 
siure. Gesamtgewicht der Lésung 17,2618 g. Prozentgehalt 
3,66. Spez. Gewicht 1,1. Drehung im 200 mm - Rohr bei 
20° im Natriumlicht: +1,26° 
[a}p” = + 15,64°. 


II. Die Mutterlaugen der bei der Hydrolyse aus Casein durch 
direkte Krystallisation erhaltenen Rohleucine wurden scharf ein- 
gedampft und nach der Fischerschen Vorschrift mit Alkohol und 
Salzsiure verestert. Bei der Destillation der Ester unter 20 mm 
Druck wurde die Fraktion zwischen 40—110° aufgefangen und 
durch Kochen mit Wasser verseift. Die beim Eindampfen der 
wiasserigen Lésung zuriickbleibenden Krystalle wurden mit 
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70 proz. Alkohol gewaschen. Auf diese Weise lieBen sich aus 
dem Casein noch 8,5 g Aminosiuren gewinnen. Durch drei- 
maliges Entmischen der Kupfersalze mit Methylalkohol in der 
vorgeschriebenen Weise gelang es darauf, 1,4 g durch zweimalige 
Umkrystallisation gereinigtes |-Leucin abzuscheiden. Schmelz- 
punkt 292° im geschlossenen Rohr. 
0.0905 g Substanz: 8,2 cem N (16° 757 mm). 
C,H,,NO,. Ber. N 10,69. 
Gef. ,, 10,66. 


Spezifische Drehung des Leucins in salzsaurer Lésung: 

0,6324 g Substanz gelést in 20proz. Salzsiure. Gesamt- 
gewicht der Lésung 17,2665 g. Prozentgehalt 3,66. Spez. 
Gewicht 1,1. Drehung im 200 mm - Rohr bei 20° im Na- 
triumlicht: +1,27° 

lalp = +15,77° 
Insgesamt wurden also aus 250g reinem Casein eine Aus- 
beute von 5,2 g reinem 1|-Leucin erhalten. 


1-Leucin aus Hefe. 

Ungefahr 3 kg frische obergirige Brennereihefe der Rasse X11, 
die aus dem Berliner Institut fiir Girungsgewerbe bezogen war, 
wurde in Chloroformwasser einige Wochen der Selbstverdauung 
bei ungefiihr 30° iiberlassen, bis eine klar filtrierte Probe der 
Lésung die Biuretreaktion nicht mehr gab. Das Filtrat der Hefe- 
zellen wurde zum Sirup eingedampft und nach der Fischerschen 
Methode verestert.!) 

Bei der Destillation der Ester wurden aus der zwischen 40 
und 100° bei 18—20 mm Druck iibergehenden Fraktion ein rohes 
Gemisch von Aminosiuren gewonnen, dessen Kupfersalze zu einem 
Teil dem oben mehrfach beschriebenen Entmischungsverfahren 
unterworfen wurden. Nach fiinfmaliger Regenerierung und er- 
neuter Auslaugung wurden ungefahr 2 g reines |-Leucin erhalten. 
Infolge gr6éBerer.mechanischer Verluste lieB sich die Ausbeute in 
diesem Falle nicht genauer angeben. Das reine Praparat schmolz 


bei 293°. 


1) Die , Einzelheiten des dabei angewandten Verfahrens werden im 
folgenden Teil der Arbeit noch naher beschrieben. 
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0,1134 g Substanz: 0,2280 g CO,, 0,1012 g H,O. 

0,1058 g Substanz: 9,6 cem N (22°, 762 mm). 
C,H,,NO,. Ber. C 54,96 H 9,92 N 10,69. 
Gef. ,, 54,76 ,, 9,87 ,, 10,53. 


Spezifische Drehung des ]-Leucins aus Hefe in wisseriger Lésung: 
0.1150 g Substanz gelést in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lésung 5,1623 g. Prozentgehalt 2,22. Drehung im 1 dem- 

Rohr bei 20° im Natriumlicht —0,24° 


[a}” = —10,8°. 


Spezifische Drehung des ]-Leucins aus Hefe in salzsaurer Lésung: 
0.2388 g Substanz gelést in 20proz. Salzsiiure. Gesamt- 
gewicht der Lésung 8,6923 g. Prozentgehalt 3,64. Spez. 
Gewicht 1,1. Drehung im 1 dem-Rohr bei 20° im Natrium- 
licht : +0,62' 
[a}n’= + 15,46°. 


Verhalten des I-Leucins gegen kochende Schwefelsiure : 
und Salzsiure. 

Obwohl die drei Leucinpraparate aus verschiedenen Eiweib- 
arte in wisseriger und salzsaurer Lésung iibereinstimmende 
Drehungswerte zeigten, so lieB sich doch immerhin noch ein- 
wenden, daB vielleicht bei der Hydrolyse des betreffenden Proteins 
oder bei der Behandlung der hydrolysierten Lésungen mittels 
Sauren eine partielle Racemisierung des urspriinglichen Leucins 
eingetreten war, die den niedrigeren Drehungswert dieser Pri- 
parate gegeniiber den friiher beobachteten erkliarlich machen 
konnte. Da® durch Alkali eine solche Racemisierung des aktiven 
Leucins stattfindet, ist aus friiheren Arbeiten zur Geniige be- 
kannt, und man hat gerade die Erhitzung mit Barytwasser zur 
kiinstlichen Inaktivierung von optisch-aktiven Aminosiuren 
haufig angewandt. 

Dagegen liegen bisher keine experimentellen Angaben dariiber 
vor, ob aktives Leucin auch durch Erhitzen mit Sauren racemisiert 


werden kann. 

Die folgenden Versuche zeigen, daB unter den Bedingungen 
der EiweiBhydrolyse mit Siauren jedenfalls eine Racemisierung 
des |-Leucins auch nicht teilweise erfolgt, so da8 nunmehr nicht 
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daran zu zweifeln ist, daB die nach dem obigen Verfahren aus 
EiweiB isolierten Leucinpraparate ihren vollen urspriinglichen 
Drehungswert_ besitzen. 

Fiir die Versuche wurde ein |-Leucin aus Casein benutzt von 
[x }p” = —10,35° in wiisseriger Lésung und [a]j,” = + 15,64° in 
20proz. Salzsiure, ferner ein d-Leucin, das aus synthetischem 
Leucin durch Spaltung mittels Hefe gewonnen war und ein spe- 
zifisches Drehungsvermégen von fa} =+ 10,34° in wisseriger 
Lésung und von [aJp” = — 15,4° in 20%iger Salzsiure aufwies. 


I. Erhitzen des 1- Leucins mit Schwefelsaure. 

Cirea 2g 1|-Leucin vom angegebenen Drehungsvermégen 
wurden in 150cem 33proz. Schwefelsiure gelést und die Lésung 
riickflieBend 24Stunden gekocht. Aus der wasserklaren Fliissigkeit 
wurde mit etwas weniger als der berechneten Menge gesattigter 
Barytlésung die Hauptmenge der Schwefelsiure ausgefallt und das 
Filtrat vorsichtig mit verdiinnter Barytlésung bis zur Entfernung 
der Schwefelséure versetzt. Die durch Eindampfen der wasserigen 
Lésung wiedergewonnene Aminoséiure wurde nach dem Um- 
krystallisieren auf ihre Drehung untersucht: 

Ein Teil der Substanz braucht bei 20° 44,4 Teile Wasser zur 
Lésung. Schmelzpunkt 293° in geschlossener Capillare. 


Spezifische Drehung in wisseriger Lésung: 

0,1872 g Substanz wurden gelést in Wasser. Gesamtgewicht 
der Lésung 8,3105 g. Prozentgehalt 2,25. Drehung im 
200 mm - Rohr bei 20° im Natriumlicht: —0,48° 

{a}y” = —10,66°. 





Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,6091 g Substanz wurden gelést in 20 proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 16,6488 g. Spez. Gewicht 1,1. Pro- 
zentgehalt 3,65. Drehung im 200 mm - Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: +1,24° 

[ox Jn” = + 15,44°. 


II. Erhitzen des |]-Leucins mit Salzsaure. 


Eine Lésung von 1,5 g reinem |-Leucin in 100 ccm Salzsiaure 
vom spez. Gewicht 1,19 wurde am RiickfluBkiihler 24 Stunden 
gekocht. Zur Vertreibung der iiberschiissigen Salzsiture wurde 
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dann mehrmals unter Zusatz von Wasser auf dem Wasserbade 
eingedampft, durch Kochen mit Bleioxyd das Chlor vollstandig 
entfernt und das iiberschiissige Blei aus der Lésung mit Schwefel- 
wasserstoff ausgefallt. Die so erhaltene wiisserige Lésung der 
Aminosaure wurde eingedampft und der Riickstand umkrystal- 
lisiert. Das regenerierte Leucin zeigte in Salzsiure folgenden 
Drehungswert : 
0,3785 g Substanz wurden gelést in 20 proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 10,3370 g. Prozentgehalt 3,66. 
Spez. Gewicht 1,1. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° 
im Natriumlicht: +1,26° 
[a}p” = + 15,64°. 


Ill. Erhitzen des d-Leucins mit Salzsiure. 
3g d-Leucin wurden riickflieBend 20 Stunden mit einem 
halben Liter rauchender Salzsiure gekocht. Die salzsaure Lésung 
wurde dann wiederholt unter Aufnahme mit Wasser zur Ver- 
treibung der Salzsiure abgedampft, der Rest des Chlors unter 
Kochen mit Bleioxyd ausgefallt und aus dem Filtrat das iiber- 
schiissige Blei mit Schwefelwasserstoff entfernt. Die filtrierte 
Lésung wurde zur Trockne verdampft und der Riickstand 
zweimal aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. 
Das wiedergewonnene d-Leucin zeigte in wiisseriger und salz- 
saurer Lésung folgende Drehungswerte: 
Spezifische Drehung in wasseriger Losung: 
0,3121 g Substanz wurden gelést in Wasser. Gewicht der 
Lésung 14,0546 g. Prozentgehalt 2,22. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +0,47° 
[a}p’= + 10,59°. 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,6326 g Substanz wurden gelést in 20 proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 17,2782 g. Prozentgehalt 3,66. 
Spez. Gewicht 1.1. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: —1,24° 

[a}p = —15,40°. 


Die Substanz zeigte bei 20° eine Léslichkeit von 1 : 45. 
Die folgende Tabelle erméglicht einen Uberblick iiber die 
Werte der physikalischen Konstanten der aus Ovalbumin, Casein 
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und Hefe erhaltenen Praparate von |-Leucin im Vergleich mit 
denen, die bisher aus synthetischem Leucin gewonnen sind: 


Physikalische Konstanten der bisher erhaltenen reinsten 
Priparate von optisch-aktivem Leucin. 





1-Leucin 


]-Leucin 


d-Leucin 


d-Leucin 


1-Leucin 


]-Leucin 


]-Leucin 


l-Leucin 


]-Leucin 


1-Leucin 


d-leucin 


es Spezitische 
Spezifische 
Darstell I Dt 
arstellungs- rehung |. . i 
Herkunft weise in Waser = eee 
_ “a Salzsiure 
{< Ib [a]??° 
Aussynth. Uber d. Cincho- ~ +15,6° 
Leucin ninsalz d. Ben- bis +16° 
zoylverbindung 
do. Uber d. Brucin- — +15,6° 
salz d. Formyl- 
Leucin 
do. Durch Verfiitte- — 15,5° 
| rung an ein Ka- 
| ninchen 
do. Durch Spaltung +10,34° 15,40° 
mittels Hefe und 
Zucker 
Aus Oval-| Bei d. Hydrolyse 10,42° +15,53° 
bumin | m. H,SQ, aus di- 
rekt kryst. Roh- 
leucinen 
AusUCasein do. 10,35° , +15,64° 
do. Aus d. Rohleuci- _ +15,77° 
nen d. Estermeth. 
Aus Hefe | Durch Selbstver- 10,8° +-15.46° 
dauung. Aus den 
Rohleucinen d. 
Estermethode 
AusCasein) Dasselbe Priipa- 10,66° +415,44° 
rat wie oben n. 
24stiind. Erhitzen 
m. 33 proz. H,SO, 
do. Dasselbe Pripa- +15,64° 
rat wie oben 24 
Stunden m. konz. 
Salzsiure gekocht 
Aussynth.| Dasselbe Pripa- | +10,59°  —15,4° 


Leucin (rat (F. Ehrlich) 
wie oben 20 Stun- 
den mit konz.Salz- 


siure gekocht 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges 
3) Diese Zeitschr. 1, 25, 1906. 





. 33, 2377, 1900. 
. 38, 4004, 1905. 
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Zur Kenntnis des Isoleucins. 
Isoleucin aus Melasseschlempe. 

Aus den friiheren Arbeiten iiber Isoleucin'!) ergibt sich, daB 
als giinstigstes Ausgangsmaterial fiir die Darstellung dieser Amino- 
siure die Strontianentzuckerungslaugen zu betrachten sind. Diese 
letzten Abfalle der Zuckerfabrikation werden erhalten, wenn man 
die Melasse mit Strontianhydrat entzuckert und die vom Bistron- 
tiumsaccharat abfiltrierten Laugen nach Ausfillen des_iiber- 
schiissigen Strontiums mittels Kohlensdure zum Sirup eindampft. 
Aus diesen sogenannten Melasseschlempen, die man heute im 
groBen MaBstabe zur Gewinnung von Pottasche, Cyankali und 
Ammoniumsulfat verwendet, setzt sich nach kiirzerer oder lan- 
gerer Zeit der Aufbewahrung ein Krystallbrei anorganischer und 
organischer Substanzen ab. Diese Niederschlige lassen sich, wie 
friiher gezeigt ist, in sehr einfacher Weise auf ein Rohleucin ver- 
arbeiten, das von allen bisher untersuchten den héchsten Gehalt 
an Isoleucin besitzt und aus dem diese interessante Substanz sehr 
leicht frei von anderen Aminosiuren — besonders vom Valin — 
vollig rein zu gewinnen ist. 

Bisher ist das Isoleucin hauptsiichlich aus Melasseschlempen 
der Zuckerraffinerie ,,Dessau‘‘ erhalten worden, die stark ein- 
gedampft zumeist ein sehr intensives Krystallisationsvermégen 
besaBen, und in vereinzelten Fallen aus Abfalllaugen der Fabrik 
,,GroB-Mochbern“, die erst sehr stark konzentriert, nach langerem 
Stehen Krystalle bildeten. Die durchschnittliche Ausbeute an Roh- 
leucin betrug meist 1—2°% der Trockensubstanz der Strontian- 
entzuckerungslaugen. 

Es wurden nun weiterhin Melasseschlempen verschiedener 
Herkunft auf ihre Krystallisationsfahigkeit und ihren Gehalt an 
Isoleucin gepriift. Dabei haben sich sehr wesentliche Unter- 
schiede in den Ausbeuteverhiltnissen der Rohleucine ergeben, 
was sich leicht dadurch erklart, daB der Stickstoffgehalt der Riibe 
in den verschiedenen Jahren ein sehr wechselnder ist, und daB 
auch der Gehalt an anderen Stoffen, welche die Leucine am Aus- 
krystallisieren verhindern, betrichtlich schwanken kann. Hier- 
zu kommt noch der Umstand, daf8 die Entzuckerungsanstalten 


1) F. Ehrlich, Zeitschr. d. Vereins d. Deutsch. Zuckerind. 54, Heft 581, 
775; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1809, 1904 u. 40, 2538, 1907. 
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heute ihre Abfalllaugen auf eine viel geringere Konzentration wie 
friiher eindampfen, so daB man meist gendtigt ist, im Labora- 
torium die diinnen Sirupe weiter einzuengen und die Riickstinde 
sehr lange Zeit in kiihlen Riumen aufzubewahren, ehe sich ge- 
niigende Mengen Krystalle abgesetzt haben. Es wurde daher 
neuerdings in vielen Fallen eine geringere Ausbeute an Rohleucin 
erhalten als friiher, wo sehr groBe Mengen in der Fabrik bereits 
sehr stark konzentrierter und lange Zeit aufbewahrter Melasse- 
schlempe zur Verfiigung gestanden hatten, aus der die Leucine 
fast volikommen auskrystallisiert waren. 

So lieBen sich beispielsweise bei sofortiger Verarbeitung von 
Melasseschlempe, die frisch aus Dessau bezogen war, fiir einzelne 
Portionen folgende Ausbeuten an Rohleucinen feststellen: 





Aus Melasseschlempe | Scharf abgesaugte | Daraus 
(konzentriert) Krystallmasse |Rohleucine 
2 Sess See eS Sec 
I. 14150 ca. 1350 16 
Il. 15880 » 930 23 
III. 6710 » 1150 14,5 
IV. 13100 » 1150 21 


Auch nach 2?/, monatlichem Aufbewahren stieg die Ausbeute 
an Rohleucinen nicht erheblich. Es lieBen sich dann z. B. aus 
7980 g Melasseschlempe (konzentriert) 2130 g Krystallbrei ab- 
saugen und daraus 15,1 g Rohleucine isolieren. 

GréBere Mengen Melasseschlempe wurden dann noch aus 
den Entzuckerungsanstalten ,,Rositz‘* und ,,GroB-Mochbern“ be- 
zogen. Die verhiltnismaBig diinnen braunschwarzen Laugen 
zeigten gegeniiber den Dessauer Melasseschlempen den bedeutend 
geringeren Trockensubstanzgehalt von 65,7° Brix. und hatten 
nur geringe Mengen Niederschlige abgesetzt, die lediglich aus 
anorganischen Salzen bestanden. GrédBere Quantititen derselben 
wurden in einem groBen Vakuumapparat auf ungefahr 80° Brix. 
eingedampft und der erhaltene Sirup langere Zeit kiihl auf- 
bewahrt. Die nach mehrmonatlichem Stehen abgesaugten Nieder- 
schlige lieferten nur wenig Leucin. 

Um zu ermitteln, ob das Isoleucin aus Melasseschlempen 
der verschiedensten Herkunft irgendwelche Unterschiede in seinen 
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Eigenschaften zeigt, wurde nach dem friiher angegebenen Ver- 
fahren aus einem Gemisch des Rohproduktes der Melasseriick- 
stande aus Dessau, GroB-Mochbern und Rositz eine gréBere 
Probe Isoleucin hergestellt und eingehend untersucht. Es erwies 
sich in jeder Beziehung identisch mit dem friiher') beschriebenen. 
Zur Untersuchung kam die zweimal aus verdiinntem Alkohol 
umkrystallisierte Substanz, die im geschlossenen Rohr bei 280° 
schmolz. 
0,1446 g Substanz: 13,6 cem N (18°, 755 mm). 
C,H,,;NO,. Ber. N 10,69. 
xef. ,, 10,96. 


Spezifische Drehung in wisseriger Lésung: 

0,5023 g Substanz gelést in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lésung 13,7803 g. Prozentgehalt 3,65. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +0,70° 

[a}p’ = +9,58° (F. Ehrlich [a]?” = +9,74°). 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,4989 g Substanz gelést in 20proz. Salzsiure. Gesamt- 
gewicht der Lésung 10,9813 g. Spez. Gewicht 1,094. Pro- 
zentgehalt 4,54. Drehung im 200 mm - Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: +3,65° 

[a}p” = +36,74° (F. Ehrlich [a]?” = +36,80°). 


Analyse des Kupfersalzes: 
Zur Analyse wurde die Substanz zweimal aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert und bei 110° getrocknet. 
0,2503 g Substanz: 0,0612 g CuO. 
C,.H,,N,O0,Cu. Ber. Cu. 19,65. 
Gef. ,, 19,54. 


Das Nickelsalz des Isoleucins. 

Von den Salzen des Isoleucins ist bisher das Kupfersalz und 
seine merkwiirdigen Léslichkeitsverhaltnisse besonders in Methyl- 
Athyl- und Benzylalkohol eingehend beschrieben worden. Ein 
Teil der aus den verschiedenen Melasseschlempen dargestellten 


1) F. Ehrlich L. e. 











418 F. Ehrlich und A. Wendel: 


Aminosaéure wurde im folgenden zur Bereitung des bisher un- 
bekannten Isoleucinnickels benutzt, das in seinen Léslichkeits- 
verhaltnissen dem Isoleucinkupfer sehr ahnlich ist. 

Die wasserige Lésung des Isoleucins wurde mit tiberschiis- 
sigem Nickelearbonat gekocht, filtriert und die Lésung auf dem 
Wasserbade eingedampft, wobei das Isoleucinnickel in krystal- 
linisch blaulich-griinen Blattchen sich abschied. Das Nickelsalz 
wurde abgesaugt, kurz mit kaltem Wasser gewaschen und aus 
Wasser zweimal umkrystallisiert. Zur Analyse gelangte das bei 
110° getrocknete Salz: 

0,1214 g Substanz: 0,0226 g Ni. 

(C,H,,.NO,),Ni. Ber. Ni 18,42. 
Gef. ,, 18,59. 


Das Isoleucinnickel ist ebenso wie das Kupfersalz wom 
Wasser schwer benetzbar, lést sich aber darin bedeutend schwerer 
wie dieses; in seiner Léslichkeit im Methyl-, Athyl- und Benzyl- 
alkohol zeigte sich kein groBer Unterschied gegeniiber dem I[so- 
leucinkupfer. 


Das Kobaltsalz des Isoleucins 

laBt sich auf ahnliche Weise durch Behandlung der wasserigen 
Lésung des Isoleucins mit Kobaltcarbonat herstellen. Seine 
Reindarstellung ist indes nicht vollstandig gelungen, da das Salz 
nur undeutlich in rétlich gefairbten Blattchen krystallisiert. Es 
wurden daher nur seine Léslichkeitsverhaltnisse untersucht; es 
lést sich schwer in Wasser, leichter in den verschiedenen Alkoholen. 

Zur Trennung vom Leucin erweisen sich nach diesen Unter- 
suchungen das Nickel- und Kobalt-Isoleucin weniger geeignet als 
sein Kupfersalz, so daB man hierfiir wie bisher letztere Verbindung 
bevorzugen wird. 


Versuche zur Gewinnung von Isoleucin aus verschiedenen 
EiweiBstoffen. 

Fiir die Reingewinnung gréBerer Mengen Isoleucin kamen 
bisher einzig und allein die Strontianmelasseschlempen als Roh- 
material in Betracht. Es entstand nun die Frage, ob nicht irgend 
ein natiirlicher Eiweistoff hierfiir ebenso giinstig zu verwenden 
war. DaB Isoleucin im EiweiB in nicht geringen Mengen vor- 
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handen und daraus durch Siiure- oder enzymatische Hydrolyse 
zu gewinnen ist, ist bereits friiher') gezeigt, wobei auch fiir das 
Blutfibrin die genaue Darstellungsweise im einzelnen angegeben 
wurde. In den letzten Arbeiten') war auch schon angedeutet 
worden, da man nach dem Verfahren iiber das methylalkohol- 
lésliche Kupfersalz aus Eiweif in den seltensten Fiillen diese Ver- 
bindung rein, sondern meist nur im Gemisch mit der von E. Fi- 
scher Valin benannten Aminovaleriansiure erhalten kann. 

In Fortsetzung dieser Arbeiten lieB sich nun bei Hydrolysen, 
die an EiweiBstoffen verschiedenster Art ausgefiihrt wurden, 
ebenfalls beobachten, daB man hierbei mit dem friiher angegebenen 
Isolierungsverfahren immer nur Gemische von Isoleucin und 
Valin gewinnen kann. In Ubereinstimmung mit den bisherigen 
Befunden zeigte sich auch fernerhin, daB aus verschiedenartigen 
Proteinen stets bedeutend geringere Mengen Isoleucin gegeniiber 
dem Leucin zu erhalten waren. 

Bevor auf die Durchfiihrung der Trennung von Isoleucin 
und Valin naher eingegangen wird, sei zunichst die Hydrolyse 
der einzelnen EiweiBstoffe, die in jedem Falle zur Auffindung 
eines Gemisches von Isoleucin und Valin fiihrte, eingehender be- 
schrieben. 

Bei diesen Versuchen wurden gewohnlich 250 g des betreffen- 
den Proteins nach der Vorschrift von Kutscher und Kossel?), 
wie schon friiher angegeben, mit ungefaihr 21 33 proz. Schwefel- 
siure am RiickfluBkiihler ungefaihr 20 Stunden gekocht, dann 
wurde die hydrolysierte Lésung nach Entfernung der Schwefel- 
siure bis zur Krystallisation des Tyrosins eingedampft, dieses 
abgeschieden und das Filtrat bis zur méglichst vollstandigen 
Krystallisation des Gemisches der Leucine zum Sirup eingedampft. 
Das laingere Zeit aufbewahrte Krystallgemisch wurde dann durch 
scharfes Absaugen nach Méglichkeit von der Mutterlauge befreit, 
mit 70proz. Alkohol ev. unter Zusatz von etwas wisserigem 
Ammoniak bis zur griindlichen Auslaugung der anhaftenden 
sirupésen Bestandteile gewaschen. Das so erhaltene, schwach 
gelblich bis braun gefarbte Rohprodukt wurde direkt ohne Um- 


1) F. Ehrlich lL. e. 
1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2538, 1907. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 168. 
Biochemische Zeitschrift Band VIII. 28 
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krystallisation in die Kupfersalze verwandelt und diese in be- 
kannter Weise durch Extraktion mit Methylalkohol auf Isoleucin- 
kupfer verarbeitet. 

Aus den gesammelten Ausziigen des Isoleucin- und Valin- 
kupfers wurde dann der Methylalkohol abdestilliert, das zuriick- 
bleibende Kupfersalz meist ohne weitere Reinigung in wiisseriger 
Lésung mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat vom Schwefel- 
kupfer eingedampft und der Riickstand durch mehrmalige Kry- 
stallisation gereinigt. Die so erhaltenen Aminosiuren wurden 
analysiert und auf die Drehung in wiisseriger und salzsaurer 
Lésung untersucht. 

Casein. Zur Hydrolyse wurden zwei Caseinpriiparate ver- 
wandt: 

1. ,,Lactarin“ mit 13,06% Stickstoffgehalt, ein von Bolle- 

Berlin durch Selbstsiurung der Milch hergestelltes Casein. 

2. ,,Casein“ mit 12,7% Stickstoffgehalt, ein von derselben 

Firma durch Fallung mit Saéuren gewonnener Eiweibstoff 
der Milch. 


1. Aus 250 g Lactarin (Bolle) wurden 36,6 g nur schwach 
gelblich gefirbtes Rohprodukt erhalten. Nach der Uberfiihrung 
in die Kupfersalze lieferte dieses bei zweimaliger Extraktion mit 
Methylalkohol 8,6 g lésliches Kupfersalz, von dem ein Teil zwei- 
mal umkrystallisiert bei der Analyse auf ein Gemisch von Iso- 
leucin- und Valin-Kupfer stimmende Werte ergab: 

0,2866 g Substanz (bei 110° getrocknet): 0,0729 g CuO. 

Fiir Isoleucin-Kupfer: C,,H,,N,O0,Cu. Ber. Cu 19,65. 

Gef. ,, 20,32. 

Fiir Valin-Kupfer: C,,H.)N,O,Cu. Ber. ,, 21,51. 


Die aus dem Kupfersalz abgeschiedene freie Aminosaure ergab 
zweimal umkrystallisiert bei der Analyse und der Bestimmung der 


optischen Drehung ebenfalls Werte, die zwischen den fiir Iso- 
leucin und Valin berechneten liegen. 
0,1211 g Substanz: 0,2301 g CO,, 0,0980 g H,O. 
0,1135 g Substanz: 11,3 cem N (23,5°, 761 mm). 
Fiir Isoleucin: C,H,,NO,. Ber. C 54,96, H 9,92, N 10,69 
Gef. ., 51,77, ,. 9,09, ,, 11,44 
Fir Valin: C,;H,,NO, Ber. ,, 51,28, ,, 9,40, ,, 11,97 
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Spezifische Drehung in wasseriger Lésung: 
0,6179 g Substanz, gelést in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lésung 11,4401. Prozentgehalt 5,4. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +0,73° 
[a] = +6,7°. 
Fiir Isoleucin [a]},” = +9,74°) fiir Valin [a]” = +6,42°?). 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,7231 g Substanz wurden gelést in 20proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 15,8241 g. Spezifisches Gewicht 
1,094. Prozentgehalt 4,57. Drehung im 200 mm - Rohr 
bei 20° im Natriumlicht: +3,23° 

[a}p” = +32,30°. 
Fiir Isoleucin [a ]}f”"= +36,80°), fiir Valin [a Jp” = + 28,8°?). 

2. Aus 250 g Casein (Bolle) wurden 30,7 g gelblich gefarbtes 

Rohprodukt erhalten. Ausbeute an methylalkoholléslichem 
Kupfersalz nach dreimaliger Extraktion 9 g. Zur Analyse wurde 





wieder ein Teil zweimal aus Athylalkohol umkrystallisiert : 


Analyse des Kupfersalzes: 
0,3069 g Substanz (bei 110° getrocknet): 0,0792 g CuO. 
Fiir Isoleucin-Kupfer: C,,H,,N,0,Cu. Ber. Cu 19,65. 
Gef. ,, 20,62. 
Fiir Valin-Kupfer: C,oH.pN,0,Cu. Ber. ,, 21,51. 
Reinausbeute an freier Aminosiure 2 g nach zweimaliger Um- 
krystallisation aus verdiinntem Alkohol (bei 110° getrocknet). 
0,1238 g Substanz: 0,2387 g CO,, 0,1053 g H,O. 
0,1251 g Substanz: 12,3cem N (16°, 742 mm). 
Fiir Isoleucin: C,H,,;NO,. Ber. C 54,96, H 9,92, N 10,69. 
Gef. ,, 52,58, ,, 9,45, ,, 11,35. 
Fir Valin: C,H,,NO,. Ber. ,, 51,28, ,, 9,40, ,, 11,97. 


Spezifische Drehung in wisseriger Lésung: 
0,5178 g Substanz gelést in Wasser. Gesamtgewicht der Lé- 
sung 13,7072 g. Prozentgehalt 3,78. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +0,54°. 
[a}p”° =+7,14°. 
Fiir Isoleucin: [a ]?” = +9,74°, fiir Valin: [a]j” = +6,42°. 
1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1809, 1904. 


2) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 2320, 1906. 
28* 
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Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,6891 g Substanz wurden gelést in 20 proz. Salzsiiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 15,6181 g. Spez. Gewicht 1,094. 
Prozentgehalt 4,41. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: +2,99° 

[a]p” = + 30,98°. 
Fiir Isoleucin: [«]}7” = +36,80°, fiir Valin: [a]}p” = + 28,8°. 

Aus den Analysen und den Werten fiir die Drehung geht 

hervor, daB in diesem Falle ein Gemisch aus ungefahr 3/, Valin 
und 4/, Isoleucin vorlag. 





Ovalbumin. Aus dem Rohprodukt der Leucine aus 250 g 
Ovalbumin (Kahl baum - Berlin) wurden iiber das methylalkohol- 
lésliche Kupfersalz ungefahr 3 g reiner Aminosaure erhalten. 

0,1370 g Substanz: 0,2701 g CO,, 0,1137 g H,O; 

0,1538 g Substanz: 15,0 cem N (17°, 745 mm). 

Fiir Isoleucin: C,H,,NO,. Ber. C 54,96, H 9,92, N 10,69. 

Gef. ,, 53,76, ,, 9,20, ,, 11,35. 

Fiir Valin: C;H,,NO,. Ber. ,, 51,28, ,, 9,40, ,, 11,97. 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,4958 g Substanz wurden gelést in 20proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 10,7946 g. Spez. Gewicht 1,094. 
Prozentgehalt 4,59. Drehung im 200 mm- Rohr bei 20° 
im Natriumlicht: +3,16°. 

[a] = +31,46°. 
Fiir Isoleucin: [a]}” = +36,80°, fiir Valin: [«]}” = + 28,8°. 

Ahnliche, durch Krystallisation nicht weiter zerlegbare Ge- 

mische von Isoleucin und Valin haben neuerdings Adensamer 
und Hoernes!') aus demselben EiweiSstoff nach einem anderen 
Verfahren gewinnen k6énnen. 


Schwamm. Aus ungefihr 200g hydrolysiertem rohem 
Schwamm wurde in der iiblichen Weise das Rohprodukt der 
Leucine hergestellt, das ungefihr 3g methylalkohollésliches 
Kupfersalz lieferte. Die daraus abgeschiedene, durch zweimaliges 
Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol gereinigte Amino- 


1) Wien. Monatsh. f. Chem. 26, 1217. 
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siure ergab bei 110° getrocknet folgende Analysenzahlen und 
Drehungswerte : 
0,1545 g Substanz: 0,2986 g CO, 0,1328 g H,O; 
0,1512 g Substanz: 15,0cem N (19°, 760 mm). 
Fiir Isoleucin: C,H,,NO,. Ber. C 54,96, H 9,92, N 10,69. 
Gef. ,, 52,68, ,, 9,51, ., 11,60. 
Fiir Valin: C;H,,NO,. Ber. ,, 51,28, ,, 9,40, ,, 11,97. 


Drehung in wiisseriger Lésung: 

0,6007 g Substanz, gelést in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lésung 15,7426 g. Prozentgehalt 3,81. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +0,45° 

[a}n” = +5,90°. 


Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,5670 g Substanz wurden gelést in 20 proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 10,8040 g. Prozentgehalt 5,24. 
Spez. Gewicht 1,094. Drehung im 200 mm- Rohr bei 20° 
im Natriumlicht: +3,44° 

[a]p” = +30,0°. 

Horn. 250 g Hornspine lieferten nach der Hydrolyse 14,3 g 
Leucin-Rohprodukt, aus dem 5,9 g methylalkohollésliches Kupfer- 
salz zu gewinnen waren. Reinausbeute 2g durch zweimaliges 
Umkrystallisieren gereinigter Aminosiure. 

0,1652 g Substanz: 0,3212 g CO,, 0,1387 g H,O; 

0,0977 g Substanz: 9,75cem N (17°, 744 mm). 

Fiir Isoleucin: C,H,,NO,. Ber. C 54,96, H 9,92, N 10,69. 

Gef. ,, 53,08, ,, 9,32, ,, 11,50. 

Fiir Valin: C;H,,NO,. Ber. ,, 51,28, ,, 9,40, ,, 11,97. 





Spezifische Drehung in wasseriger Lésung: 
0,6909 g Substanz, gelést in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lésung 12,9850g. Prozentgehalt 5,32. Drehung im 200mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +0,74° 


[ap” = + 6,94°. 


Versuche zur Trennung von Isoleucin und Valin. 
Die Ergebnisse der vorstehenden Untersuchungen zeigen 
deutlich, daB man auf dem gewohnlichen Wege iiber die methyl- 
alkoholléslichen Kupfersalze eine Abtrennung von [soleucin und 
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Valin nicht erzielen kann, und da8 man daher aus natiirlichen 
Eiweibstoffen fast stets ein Gemisch beider Aminosiuren erhilt, 
in dem gewohnlich Valin tiberwiegt. 

Es wurde nun auf den verschiedensten Wegen aus diesen Ge- 
mischen eine Reindarstellung insbesondere des Isoleucins versucht ; 
trotz Anwendung mehrfach variierter Methoden gelang es indes 
nicht, aus anderen Proteinen auBer Melasseschlempe dasselbe in 
seiner urspriinglichen Form zu gewinnen. 

Die schwere Trennbarkeit der beiden Aminosiiuren beruht 
im wesentlichen auf ihrer groBen Neigung selbst, sowohl wie in 
ihren Salzen und Derivaten miteinander Mischkrystalle zu bilden, 
die ahnlich wie beim Gemisch dieser Aminosiuren mit Leucin 
volistindig den Eindruck von chemischen Verbindungen machen. 
Es war daher trotz vielfacher Versuche nicht méglich, Isoleucin 
und Valin durch Umkrystallisation der freien Aminosaure oder 
ihrer Salze zu entmischen; stets wurden dabei Produkte erhalten, 
die nach ihrer Drehung, Léslichkeit und ihren anderen physi- 
kalischen Eigenschaften aus Isoleucin und Valin in denselben 
Mengenverhaltnissen zusammengesetzt waren, in denen die beiden 
Verbindungen zuerst auskrystallisierten. 

Die Schwierigkeit der Trennung des Valins vom Isoleucin 
wird noch dadurch sehr bedeutend erhéht, daB sich eine ganz 
auffallende Ubereinstimmung in den Léslichkeitsverhaltnissen der 
Salze der beiden Aminosiauren zeigt, die eine Entmischung ahn- 
lich etwa wie beim Leucin vollstaéndig unméglich macht. So 
betragt z. B. in Methylalkohol die Léslichkeit des d-Iscleucin- 
Kupfers 1:55!) bei 17°, ist also fast genau die gleiche wie 
die vom d-Valin-Kupfer, das sich bei 18° im Verhiltnis von 
1 : 52 lést?). 

Bei der Aussichtslosigkeit, eine Entmischung der fast gleich 
léslichen Salze und Derivate des Isoleucins und Valins herbei- 
zufiihren, wurden dann weiterhin Versuche angestellt, eine solche 
nach Umwandlung der Aminoséuren selbst vorzunehmen. Ein 
haufig benutzter Umwandlungsproze8, bei dem die Aminosauren, 
ihre Salze und Derivate, sehr wesentliche Veranderungen in ihren 
Léslichkeitsverhaltnissen erleiden, ist die Racemisierung, die be- 


1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1826, 1904. 
2) E. Schulze und Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 
38, 1905. 
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kanntlich nach der Methode von E. Schulze zumeist in der Weise 
ausgefiihrt wird, daB man die Aminosiuren mit iiberschiissigem 
Barytwasser im Autoklaven auf Temperaturen bis 180° geniigend 
lange erhitzt. Die so hergestellten racemischen Aminosiauren 
zeigen sich meist bedeutend schwerer léslich als die aktiven; so 
ist z. B. das racemische Leucin noch einmal so schwer léslich in 
Wasser wie das aktive. Es sind daher auch die Racemkérper, be- 
sonders von E. Fischer, zur leichteren Isolierung natiirlich vor- 
kommender Aminosiuren hiufig benutzt worden. 

Durch langere Behandlung mit Barytwasser wurde nun 
zuerst versucht, Unterschiede in der Léslichkeit des Isoleucins und 
Valins hervorzurufen, in der Hoffnung, vielleicht so eine teilweise 
Trennung der beiden Aminosiuren herbeifiihren zu k6nnen. 
Kocht man ein solches Gemisch von Isoleucin und Valin langere 
Zeit im Autoklaven unter ca. 10—14 Atmosphiren Druck mit 
Barytwasser, so wird das aktive d-Valin vollstiindig racemisiert, 
wihrend das d-Isoleucin ungefihr zur Halfte sich in d-Allo-Iso- 
leucin verwandelt, d.h. in eine stereoisomere Verbindung, die 
nicht den optischen Antipoden des urspriinglichen d-Isoleucins 
darstellt.!) Auch aus dem so erhaltenen Gemisch von d-l-Valin, 
d-Isoleucin und d-Allo-Isoleucin lieB sich durch fraktionierte 
Krystallisation sowohl der freien Aminosaéuren wie ihrer Salze 
keine einheitliche Substanz isolieren. Dagegen fanden sich in den 
Léslichkeitsverhialtnissen der Kupfersalze der beiden Isoleucine 
gegeniiber dem des racemischen Valins sehr bedeutende Unter- 
schiede. Wiahrend nimlich die Léslichkeit des Allo-Isoleucin- 
Kupfers in wiisseriger und alkoholischer Lésung fast die gleiche 
ist wie die des Isoleucin-Kupfers, wird das Kupfersalz des r-Valins 
im Gegensatz zu den Kupfersalzen der beiden Isoleucine und dem 
des aktiven Valins von Methylalkohol nur wenig aufgenommen 
und ist in Athylalkohol praktisch unléslich. 

Die Léslichkeitsverhiltnisse des racemischen Valinkupfers 
wurden in der Weise naiher untersucht, daB man in der betreffen- 
den Fliissigkeit einen Uberschu8 des Salzes liingere Zeit kochte, 
dann auf eine bestimmte Temperatur abkiihlte und abfiltrierte. 
Hierbei ergaben sich fiir die Léslichkeit in Methylalkohol und 
96 proz. Athylalkohol folgende Zahlen: 


1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2538, 1907. 
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Léslichkeit des rac.-Valin-Kupfers in konzentriertem Me- 
thylalkohol : 
bei 20 Oo . . 1: 3644, 
bei 23 ; fe. <a 


Léslichkeit des rac.-Valin-Kupfers in 96proz. Athylalkohol: 
meme” lk tt te ee 

Loéslichkeit des d- Isoleucin-Kupfers :') 

in konz. Methylalkohol bei 17°. . . . 1 : 55, 
Léslichkeit des d - Isoleucin-Kupfers :') 

in 99proz. Athylalkohol bei 18° . . . 1 : 476. 
Léslichkeit des d-Allo-Isoleucinkupfers ungefahr die gleiche?). 
Léslichkeit des d -Valin-Kupfers*) : 


in konz. Methylalkohol bei 18°. . . . 1 : 52. 


Auf diese betrichtlichen Unterschiede der Léslichkeit der 
Kupfersalze lieB sich nun eine Methode der ungefahren Trennung 
von Isoleucin und Valin begriinden, deren Ausfiihrung kurz die 
folgende war: 

Das iiber die methylalkoholléslichen Kupfersalze aus irgend 
einem Eiweibkérper erhaltene Gemisch von d-Isoleucin und 
d-Valin wurde mit Barytwasser im Autoklaven bei 180° race- 
misiert, die nach Entfernung des Baryts wiedergewonnenen Amino- 
siuren in die Kupfersalze verwandelt und die Mischung der 
Kupfersalze mit Methylalkohol in der Kalte geschiittelt oder mit 
96 proz. Athylalkohol ausgekocht, wobei die Kupfersalze der 
beiden Isoleucine in Lésung gingen, und wenn dieser Prozeb 
lange genug fortgesetzt wurde, das Kupfersalz des racemischen 
Valin fast rein zuriickblieb. 

Giinstiger hat es sich erwiesen, fiir die Trennung der Kupfer- 
salze nur Athylalkohol anzuwenden, da zwar beim ersten kraftigen 
Ausschiitteln mit Methylalkohol, wie z. B. beim Casein gezeigt 
werden konnte, nur Isoleucin-Kupfer in Lésung geht, spiater aber 
auch im Gemisch damit Valin-Kupfer, und da andererseits das 


1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1826, 1904. 

2) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2555, 1907. 

') E. Schulze und Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 
38, 1905. 
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zuriickbleibende Salz immer noch, wie aus den Analysen hervor- 
ging, Isoleucin-Kupfer zuriickhalt. 

Es gelang so in Kombination mit dem friiher beschriebenen 
Verfahren die Leucinfraktion aus Casein und HefeeiweiB fast voll- 
stindig in ihre reinen Komponenten zu zerlegen, nimlich in 
}-Leucin, dl-Valin und in das bekannte Gemisch von d-Iso- 
leucin und d-Allo- Isoleucin, die sich simtlich in analysen- 
reiner Form erhalten lieBen. 

Zur niiheren Identifizierung des Valins und Isoleucins wurde 
dann noch eine Spaltung der umgelagerten Aminosiuren mittels 
Hefegirung vorgenommen, die in beiden Fallen zur Gewinnung 
von fast reinem |-Valin und d - Allo - Isoleucin fiihrte. 

Ein am Casein (Bolle) durchgefiihrter Vorversuch mége zu- 
nachst die Léslichkeitsverhiltnisse des Gemisches der Kupfer- 
salze der schon mehrfach erwihnten Aminosiuren veranschau- 
lichen: 

4.2 ¢ eines nach dem friiher beschriebenen Verfahren aus 
Casein (Bolle) dargestellten Gemisches der Kupfersalze von 
d - Isoleucin und d-Valin mit einem Gehalt von 20,62% Kupfer 
Cu (s. 8. 421) wurden in Wasser gelést und zur Entfernung des 
Kupfers mit Schwefelwasserstoff behandelt. Die aus dem Filtrat 
durch Eindampfen wiedergewonnenen Aminosiuren (3,8 g) wurden 
in einer Lésung von 15g Barythydrat in einem halben Liter 
Wasser aufgelést und im Autoklaven 20 Stunden auf 180° er- 
hitzt. Nach quantitativer Entfernung des Baryts mit verdiinnter 
Schwefelsiure wurde die schwach linksdrehende!) Lésung mit 
iiberschiissigem Kupfercarbonat gekocht, filtriert, das klare, tief- 
blaue Filtrat zur Trockne eingedampft und der Riickstand aus 
verdiinntem Alkohol umkrystallisiert (3,85 g). 

Diese 3,85 g des so gewonnenen reinen Kupfersalzes wurden 
nacheinander mit je einem halben Liter konzentrierten Methyl- 
alkohols je zwei Stunden ausgekocht, wobei stets vor dem Ab- 
fitrieren auf Zimmertemperatur abgekiihlt wurde. Das Aus- 
laugen wurde so lange fortgesetzt, bis der Alkohol sich nur noch 
ganz schwach blau firbte. 


1) Entsprechend der Drehungsrichtung des d-Allo-Isoleucins, das in 
wasseriger Lésung starker nach links dreht ({a],, = —14,4°) als das d-Iso- 
leucin nach rechts ({a], = +9,.7°). 
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Nach mehrmaligem Auskochen zeigte das riickstaindige um- 
krystallisierte Kupfersalz folgenden Kupfergehalt: 
0,3138 g Substanz (bei 110° getrocknet) 0,0834 g CuO. 
Fiir Valin-Kupfer: C,)H,)N,0,Cu. Ber. Cu 21,51. 
Gef. ,, 21,24. 


Beim letztmaligen Auskochen hinterblieb schlieBlich ein Salz 
im ganzen ca. 0,8 g umkrystallisiert — folgender auf Valin- 
Kupfer stimmender Zusammensetzung: 
0,2388 g Substanz (bei 110° getrocknet) 0,0641 g¢ CuO. 
Fiir Valin-Kupfer: C,,>H,)N,O,Cu. Ber. Cu 21,51. 
Gef. ,, 21,35. 

Die gesammelten methylalkoholischen Ausziige wurden vom 
Alkohol befreit und lieferten beim Umkrystallisieren 2,1 g Kupfer- 
salz, das auf die Zahlen des Isoleucin-Kupfers stimmende Analysen 
werte ergab: 

0,2891 g Substanz (bei 110° getrocknet) 0,0708 g CuO. 

Fiir Isoleucin-Kupfer: C,,H,,N,O,Cu. Ber. Cu 19,65. 

Gef. ,, 19,57. 


l-Valin und d-Allo-Isoleucin aus Casein. 

250 g reines Casein (nach Hammarsten) wurden mit ca. 
21 33proz. Schwefelsiure in der friiher angegebenen Weise 
hydrolysiert und auf Rohleucine verarbeitet, von denen 27 g in 
Form eines weiBen Pulvers erhalten wurden. 

Zur Entfernung etwa vorhandenen Prolins wurde das Amino- 
siuregemisch mit 1 1 absoluten Alkohols am RiickfluBkiihler 
3 Stunden gekocht, wobei 2 g Substanz in Lésung gingen. 

Die zuriickbleibenden 25 g wurden in die Kupfersalze ver- 
wandelt und diese durch Auslaugen mit Methylalkohol unter 
wiederholter Zersetzung wie angegeben entmischt. Die methyl- 
alkoholischen Ausziige wurden gesammelt und eingedampft. Eine 
Probe des Salzes aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, gab 
folgende auf ein Gemisch von Isoleucin- und Valin-Kupfer stim- 
mende Analysenzahl: 

0,3016 g Substanz (bei 110° getrocknet) 0,0792 g CuO. 

Fiir Isoleucin-Kupfer C,,H,,N,0,Cu. Ber. Cu 19,65. 
Gef. ,, 20,98. 
Fiir Valin-Kupfer C,oHypN,0,Cu. Ber. ,, 21,51. 
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Das Kupfersalz wurde dann mit Schwefelwasserstoff zersetzt, 
das Filtrat vom Schwefelkupfer eingedampft und die zuriick- 
bleibende Aminosaure (7 g) wieder mit 30 g Barythydrat in ca. 
'/, | Wasser im Autoklaven 20 Stunden auf 180° erhitzt. Die 
nach Ausfillen des Baryts wiedergewonnenen Aminosiiuren wurden 
in die Kupfersalze verwandelt (ca. 6 g bei 110° getrocknet). 
Diese wurden fein pulverisiert, in einer Flasche auf der Schiittel- 
maschine mit ca. 1/, | Methylalkohol 1'/, Stunden bei Zimmer- 
temperatur geschittelt. Der methylalkoholische Auszug gab 
beim Verdampfen 2,1 g Riickstand (Kupfersalz I in Methyl- 
alkohol ldslich). 

Das abfiltrierte Salz wurde dreimal je 2 Stunden mit den 
gleichen Mengen Methylalkohol wie oben geschiittelt. Der letzte 
Auszug fairbte sich nur noch wenig blau. Die gesammelten methyl- 
alkoholléslichen Extrakte lieferten noch 2,4 g Kupfersalz (Kupfer- 
salz II in Methylalkohol léslich). 

Es blieben schlieBlich noch ungefihr 2 g Kupfersalz von 
Methylalkohol ungelést zuriick (Kupfersalz III in Methylalkohol 
unldslich). 

d- Allo-Isoleucin. I. Die wisserige Lésung des in Methyl- 
alkohol léslichen Kupfersalzes I wurde zur Ausfillung des Kupfers 
mit Schwefelwasserstoff behandelt und aus dem Filtrat vom 
Schwefelkupfer die freie Aminosiiure durch Eindampfen zurick- 
gewonnen. Das so erhaltene Rohprodukt in einer Menge von 1,8 g 
wurde zusammen mit 100 g Zucker in 1'/, | Leitungswasser 
gelést und die Lésung mit 50 g frischer obergiiriger Brennerei- 
preBhefe') versetzt. Wie der negative Ausfall der Naphthol- 
reaktion zeigte, war die Giirung nach 3 Tagen beendet. Es wurde 
sodann von der Hefe abfiltriert und das vollstindig klare Filtrat 
erst auf freier Flamme, dann auf dem Wasserbade bis zum diinnen 
Sirup eingedampft. Nach langerem Stehen wurden die aus- 
geschiedenen Krystalle scharf abgesaugt und auf Ton geprebt. 
Die rohe Aminoséiure wurde durch Umkrystallisieren aus ver- 

1) Rasse XII bezogen vom Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin. 
Analyse: 


WOE. ws ss s » FERS 
Trockensubst»>nz . . 24,1%, Stickstoff in der Trocken- 
Asche .... . 218% substanz 8,01°%%. 


Stickstoff. ... .. 1,93% 
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diinntem Alkohol gereinigt, wobei ca. 0,5 g weiber glanzender Blatt- 
chen vom Schmelzpunkt 280° im geschlossenen Rohr erhalten 
wurden, die annahernd die Drehung des d-Allo-Isoleucins zeigten. 

0,0726 g Substanz: 6,8 cem N (21°, 757 mm). 

C,H,,NO,. Ber. N 10,69. 
Gef. ,, 10,83. 
Spezifische Drehung in wisseriger Lésung. 

0.3757 g¢ Substanz gelést in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lésung 10,4163g. Prozentgehalt 3,61. Drehung im 200mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: —0,90°. 

[a]p” = —12,87°. 
Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,3596 g Substanz gelést in 20proz. Salzsiure. Gesamt- 
gewicht der Lésung 7,6223 g. Prozentgehalt 4,71. Spez. 
Gewicht 1,094. Drehung im 1 dem-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: —5,15°. 

[a}p” = —34,38°. 

If. Aus der zweiten Portion des methylalkoholléslichen 
Kupfersalzes (Kupfersalz Il) wurden 1,8 g Aminosiiure gewonnen. 
Die Substanz zeigte in wiisseriger Lésung schwache Links- 
drehung: 0,2 g in 10 ccm Wasser gelést, drehten im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Soleil - Ventzke - Apparat — 0,4° Sacch. 

Die gesamte Menge des Rohproduktes wurde zusammen mit 
100 g Raffinade in 1'/, | Wasser gelést und die Lésung mit 50 g 
Hefe vergoren. Nach beendeter Vergirung wurde die hefefreie 
Garungsfliissigkeit bis zur Krystallisation des schlieBlich er- 
haltenen Sirups verdampft. Die auskrystallisierte Aminosaure 
wurde durch Umkrystallisation aus verdiinntem Alkohol gereinigt, 
Reinausbeute ca. 0,5 g. 

0.1718 g Substanz: 16,4cem N (13°, 747 mm). 

C,H,,NO,. Ber. N 10,69. 
Gef. ,, 11,20. 


Spezifische Drehung in wisseriger Lésung: 

0,2189 g Substanz gelést in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lésung 10,6652 g. Prozentgehalt 2,05. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: —0,41°. 

[a}p” = —10,0°. 








ee 
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Die Analysenzahlen und die Drehungswerte zeigen, daB die 
erste Portion des methylalkoholischen Auszuges der Kupfersalze 
nach der Behandlung mit Barytwasser fast reines Isoleucin ge- 
liefert hat, wahrend das Isoleucin aus dem zweiten Auszuge noch 
eine geringe Menge Valin enthilt. 


1-Valin. Aus dem nach der Behandlung mit Barytwasser 
erhaltenen methylalkoholunléslichen Kupfersalz (Kupfersalz III) 
wurden nach der Zersetzung mit Schwefelwasserstoff ungefahr 2 g 
Aminoséure gewonnen. Diese Menge wurde in 1!/, | Wasser zu- 
sammen mit 100 g Zucker durch 50 g frischer PreBhefe vergoren 
und wie friiher auf unvergorene Aminosiéure verarbeitet. Rein- 
ausbeute ca. 0,3 g. 


0,0851 g Substanz: 8,2 cem N (17°, 743 mm). 
C;H,,NO, .Ber. N 11,95. 
Gef. ,, 11,09. 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,1745 g Substanz wurden gelést in 20proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 3,8343 g. Prozentgehalt 4,53. 
Spez. Gewicht 1,094. Drehung im 1 dem-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: —1,55°. 

[a h” = —81,2°. 

Nach Fischer!) [a] = —28,8°. 


Auch hier ist die Entmischung keine ganz vollstindige ge- 
worden, da die héhere Drehung in salzsaurer Lésung und der 
etwas niedrigere Stickstoffgehalt daraufhin deuten, daB das 
schlieBlich erhaltene Valin noch eine kleine Quantitat Isoleucin 
einschlieBt. 


1-Valin und d-Allo-Isoleucin aus Hefe. 


Fiir die folgenden Versuche diente eine vom Berliner Institut 
fiir Gairungsgewerbe ganz frisch bezogene rein geziichtete ober- 
girige BrennereipreBhefe der Rasse XII, die nach den Analysen- 
werten folgende Zusammensetzung hatte: 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 2320, 1906. 
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a A 
SE ieee ewe ee wee 
Organ. Substanz ....... . 24,86% 

100,00% 


Die Hefe enthielt 2,649, Stickstoff, also in der Trockensubstanz 
8% Stickstoff. 

9 kg dieser Hefe wurden in einer groBen Flasche in 7 1 Wasser 
suspendiert und das Ganze nach Zusatz von 200 cem Chloroform 
gut durchgeschiittelt. Die mit einem Wattebausch verschlossene 
Flasche wurde bei ungefahr 30° C angesetzt. Nach dreiwéchent- 
lichem Stehen gab eine abfiltrierte und mit Tonerde geklirte 
Probe keine Biuretreaktion mit Fehlingscher Lésung mehr. 
Darauf wurde die dunkelbraune Lésung von dem hellen Boden- 
satz zum groéBten Teil abgehebert, der iibrige Teil abkoliert und 
die ungelést gebliebenen Hefeteile mehrmals mit Wasser aus- 
gewaschen. Aus den gesammelten triiben Filtraten senkten sich 
beim Aufkochen flockenartige Ausscheidungen, von denen ab- 
filtriert wurde. 

Die klare dunkelbraune Lésung schied beim Eindampfen 
iiber freier Flamme und spiter auf dem Wasserbade Tyrosin- 
krystalle ab, die abfiltriert und mit kaltem Wasser gut gewaschen 
wurden. Durch weiteres nochmaliges Eindampfen lieB sich noch 
ein Teil Tyrosin gewinnen. Darauf wurden die Filtrate auf dem 
Wasserbade zum diinnen Sirup eingeengt. 

Versuche, aus dem sich dabei ausscheidenden Krystallbrei 
Rohleucin in der friiher gekennzeichneten Reinheit zu gewinnen, 
schlugen fehl'). Der resultierende mit Krystallen durchsetzte 
Sirup wurde deshalb nach der Fischerschen Estermethode 
weiter verarbeitet. 

Zu diesem Zweck wurde derselbe mit 1 1 konzentrierter Salz- 
siure iibergossen, die Lésung auf dem Wasserbade eingedampft, 
und dieser ProzeB nach Zusatz von Salzsiure mehrmals wieder- 
holt. Der mit Wasser aufgenommene Sirup wurde von ausgeschie- 
denen Verunreinigungen nach kurzem Aufkochen mit Tierkohle 
durch Filtration iiber gehirtetes Filtrierpapier befreit, und die 


1) Ahnliche Erfahrungen hat auch bereits M. Schenk gemacht, dem 
es nicht gelang, reines Leucin und Isoleucin aus derselben Hefe zu isolieren. 
Wochenschr. f. Brauerei 22, Nr. 16, 221. 
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rotbraun gefiarbte Fliissigkeit unter vermindertem Druck anfangs 
bei 40°, zuletzt bei ca. 60° bis zur Sirupkonsistenz eingedampft. 
Der in der Menge von 337 g zuriickbleibende Sirup erstarrte beim 
Abkiihlen zu einer festen breiigen Masse. Diese wurde mit 3 | 
absolutem Alkohol iibergossen und anfangs in der Kilte, zuletzt 
unter Erwirmen, nach der Fischerschen Vorschrift mit trockenem 
Salzsiiuregas verestert. Nach dem Verdampfen des Alkohols und 
der Salzsiure im Vakuum und Zusatz von neuem Alkohol zum 
riickstiindigen Sirup wurde der VeresterungsprozeB noch zweimal 
wiederholt. 

Die nach Fischer mit Natronlauge und Natriumcarbonat 
befreiten und durch wiederholtes Ausschiitteln mit Ather ge- 
wonnenen Ester wurden nach Verdampfen des Athers unter 
einem Druck von 18—20 mm destilliert und dabei folgende 
Fraktionen erhalten: 


Temperatur: Druck: Destillat: 

I zwischen 15—40° (40—22 mm) 37,9¢g (schwachgelb, klar). 
II - 40—100° (20—18mm) 70,0 g (wasserhell, klar). 
III itiber 100° Riickstand ca. 100 g (dunkelbraun, 

' dickfliissig). 


Weiter verarbeitet wurde nur die zweite Fraktion, deren 
Hauptmenge zwischen 75—90° iiberging. 

Die Verseifung der gesamten zweiten Fraktion in einer Aus- 
beute von 70 g wurde durch sechsstiindiges Kochen am RiickfluB- 
kiihler mit ca. der fiinffachen Menge Wasser ausgefiihrt. Die 
wisserige Fliissigkeit wurde bis zur méglichst vollstaindigen 
Krystallisation eingedampft, die ausgeschiedenen blittrigen Kry- 
stalle abgesaugt, die Mutterlauge stark eingeengt, und der aus- 
geschiedene Rest der Aminosiuren durch Abpressen auf Ton von 
sirupésen Bestandteilen befreit. 

Die so im ganzen gewonnenen 42 g des Rohproduktes der 
Aminosiiuren wurden fein gepulvert und mit absolutem Alkohol 
zweimal ausgekocht. Die schlieBlich unléslich verbleibenden 36 g 
der farblosen Krystallmasse wurden durch Kochen mit Kupfer- 
carbonat in die Kupfersalze iibergefiihrt. Die fein gepulverten 
Kupfersalze wurden wiederholt mit Methylalkohol extrahiert, das 
riickstiindige Salz in die freien Aminosduren iibergefiihrt, diese 


von neuem mit Kupfercarbonat in die Kupfersalze zuriickver- 














434 F. Ehrlich und A. Wendel: 


wandelt, wiederum mit Methylalkohol erschépft und dieser ProzeB 
wie friher angegeben zur méglichst vollkommenen Entmischung 
vom Leucin einerseits und Isoleucin und Valin andererseits fiinf- 
mal fortgesetzt!). Das schlieBlich verbleibende, in Methylalkohol 
unlésliche Kupfersalz wurde in bereits angefiihrter Weise auf 
i-Leucin verarbeitet. 

Die gesammelten methylalkoholischen Ausziige wurden zur 
Trockne verdampft, wobei 11,4 g eines hellblau gefiirbten Kupfer- 
salzes verblieben. Durch Zersetzen seiner wasserigen Lésung mit 
Schwefelwasserstoff und nach dem Abfiltrieren des Schwefel- 
kupfers wurden beim Eindampfen des Filtrates 8,5 g rohe Amino- 
saure gewonnen. 

Ein Teil derselben wurde aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert und auf seine Elementarzusammensetzung und 
Drehung untersucht. Die Analysenwerte gaben auf ein Gemisch 
von Valin und Isoleucin stimmende Zahlen: 

0,1600 g Substanz: 0,3073 g CO,, 0,1359 g H,O; 

0,1552 g Substanz: 15,3 cem N (18°, 755 mm). 

C,H,,NO,. Ber. C 54,96, H 9,92, N 10,69. 
Gef. ,, 52,37, ,, 9,44, ,, 11,37. 
C;H,,NO,. Ber. ,, 51,28, ,, 9,40, ,, 11,95. 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,7448 g Substanz wurden in 20proz. Salzséure gelést. Ge- 
samtgewicht der Lésung 16,2959 g. Prozentgehalt 4,57. 
Spez. Gewicht 1,094. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° 
im Natriumlicht: +3,24°. 

[a }” = +32,40°. 

Um bei dieser Gelegenheit zu untersuchen, ob durch wieder- 
holte Fraktionierung eine Anreicherung irgendeiner Aminosaure 
in dem Gemisch zu erzielen ist, wurde die gesamte Menge des er- 
haltenen Rohproduktes dreimal aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert, wobei immer nur die sich zuerst ausscheidenden 
Krystalle fiir die weitere Reinigung verwendet wurden. Es zeigte 
sich, daB auch nach diesem Verfahren ein gleich zusammen- 
gesetztes Gemenge von Valin und Isoleucin erhalten wurde, das 
genau dieselbe Drehung wie das erstere aufwies. 


1) Hierbei sind mechanische Verluste eingetreten. 
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Spezifische Drehung der dreimal umkrystallisierten Aminosiure 
in salzsaurer Lésung: 

0,7448 g Substanz wurden gelést in 20proz. Salzsiure. Ge- 

samtgewicht der Lésung 16,3024 g. Prozentgehalt 4,57. 
Spez. Gewicht 1,094. Drehung der Lésung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: +3,24°. 

[a jy” = + 32,40°. 

Die aus den verschiedenen Lésungen wiedergewonnene ur- 
spriingliche Aminoséure, wie sie aus dem methylalkoholléslichen 
Kupfersalz gewonnen war, wurde in einer Menge von ca. 8 g mit 
iiberschiissigem heiBgesittigten Barytwasser im Autoklaven 
20 Stunden auf 180° erhitzt. Nach Fallung des Baryts und Ein- 
dampfen der Lésung wurde daraus in Wasser schwach links- 
drehende Aminosaure erhalten, die man in tblicher Weise in 
die Kupfersalze verwandelte. 

Die fein pulverisierten trockenen Kupfersalze (ca. 10 g) 
wurden am RiickfluBkiihler in einem Rundkolben 8—10mal 
mit je '/, 1 96 proz. Alkohol jeweilig 3 Stunden ausgekocht. 

Die gesammelten alkoholischen Extrakte ergaben zur Trockne 
verdampft 3,7 g Kupfersalz (Kupfersalz I in Athylalkohol léslich). 

Es blieben nach dem Auskochen mit Alkohol 6,1 g Kupfer- 
salz zuriick (Kupfersalz II in Athylalkohol unléslich). 

d-Allo-Isoleucin. Aus dem alkoholléslichen Kupfersalz 
(Kupfersalz I) wurden 2,7 g roher Aminosiure gewonnen, die 
zusammen mit 200 g Raffinade in 2 | Leitungswasser gelést, mit 
100 g frischer PreBhefe vergoren wurden. Die Giirung war in 
2 Tagen beendet. Die von der Hefe durch Filtration befreite 
Fliissigkeit wurde nach Abdestillieren des Alkohols mit Kupfer- 
carbonat gekocht, filtriert und das tiefdunkelblaue Filtrat stark 
eingedampft. Der zuriickbleibende blaue Sirup wurde mit Methyl- 
alkohol ausgelaugt, von ausgeschiedenen griinlich gefarbten Par- 
tikeln abfiltriert und das Filtrat nach Wegkochen des Methyl- 
alkohols und Aufnehmen mit Wasser mittels Schwefelwasserstoff 
vom Kupfer befreit. Beim Eindampfen der wisserigen Lésung 
und langerem Stehen des resultierenden Sirups schieden sich 
blattrige Krystalle aus, die abgesaugt und auf Ton gepreBt wurden. 

Durch Umkrystallisation aus Alkohol unter vorsichtigem 
Zusatz von Wasser wurden daraus 0,6 g fast reines d- Allo- 
Isoleucin gewonnen. Schmelzpunkt im geschlossenen Rohr 280°. 

Biochemische Zeitschrift Band VIII. 29 
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0,1067 g Substanz: 10,1 cem N (18°, 743 mm). 
0,1231 g Substanz: 0,2470 g CO,, 0,1078 g H,O. 
C,H,,NO,. Ber. C 54,96, H 9,92, N 10,69. 
Gef. ,, 54,72, ,, 9,66, ,, 10,68. 


Spezifische Drehung in wasseriger Lésung: 

0,2700 g Substanz gelést in Wasser. Gesamtgewicht der Lé- 
sung 7,7999 g. Prozentgehalt 3,46. Drehung im 200 mm- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: — 0,89°. 

(x }” = —12,92°. 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,2646 g Substanz wurden gelést in 20proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 5,6161 g. Prozentgehalt 4,71. 
Spez. Gewicht 1,094. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: —1,84°. 

[a Y = —35,7°. 

1-Valin. Das in einer Menge von 6,1 g beim Auskochen 
mit Athylalkohol zuriickbleibende Kupfersalz (Kupfersalz II) 
wurde in wiasseriger Lésung mit Schwefelwasserstoff zersetzt, 
und das klare Filtrat, das konzentriert sich optisch als voll- 
standig inaktiv erwies, zur Trockne verdampft. Es wurden so 
4,4 g roher Aminosiure gewonnen, die beim Umkrystallisieren 
3,5 g Reinausbeute ergaben. 

Diese Menge wurde sodann mit 150 g Raffinade und 75 g 
frischer PreBhefe in 2 1 Wasser innerhalb von 2 Tagen vergoren; 
aus der vergorenen Lésung wurde durch direkte Krystallisation 
1,5 g Rohprodukt isoliert, das bei der weiteren Reinigung ca. 1,2 g 
fast reines 1-Valin lieferte. Schmelzpunkt im geschlossenen Rohr 
293° unter Schiumen. 


Léslichkeit in Wasser. Zur Bestimmung der Léslich- 
keit wurde die Aminosdure mit einer zur Lésung ungeniigenden 
Menge Wasser bei 23° 20 Stunden geschiittelt. 4,1978 g Lésung 
enthielten 0,2623 g Substanz. 1 Teil der Aminosaure lést sich 
also bei 23° in 16 Teilen Wasser (nach E. Fischer’) bei 25° in 
17,1 Teilen Wasser). 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 2326, 1906. 


Ee a 
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0,1327 g Substanz: 13,1 ccm N (17°, 772 mm). 
0,1573 g Substanz: 0,2960 g CO,, 0,1298 g H,O. 
C;H,,NO,. Ber. C 51,28, H 9,40, N 11,97. 
Gef. ,, 51,31, ,, 9,23, ,, 11,53. 
Spezifische Drehung in wasseriger Losung: 

0,2623 g Substanz gelést in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lésung 4,1978 g. Prozentgehalt 6,24. Drehung im 1 dem- 
Rohr bei 20° im Natriumlicht: —0,37°. 

[a ]7” = —6,06°. 

(E. Fischer [l. c.] [a]}”=—6,42°). 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,4182 g Substanz wurden gelést in 20proz. Salzsaure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 9,0807 g. Prozentgehalt 4,61. 
Spez. Gewicht 1,094. Drehung im 1 dem-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: —1,39°. 

[a ]o” = —27,62°. 

(E. Fischer [l. ¢.] [a]? = —28,40°.) 


2u* 











Uber die Spaltung racemischer Aminosiuren mittels Hefe. 
II. Mitteilung. 


Von 
Felix Ehrlich. 
(Mitbearbeitet von A. Wendel’).) 


(Aus dem Institut fiir Zuckerindustrie in Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1908.) 


Im ersten Bande dieser Zeitschrift habe ich eine Methode be- 
schrieben*), mit deren Hilfe es leicht gelingt, aus den Racemver- 
bindungen von Aminosauren die eine optisch-aktive Komponente, 
und zwar bei natiirlich vorkommenden Substanzen stets den op- 
tischen Antipoden, in reiner Form zu gewinnen. Diese einfache 
und bequem zu handhabende Methode beruht auf einer partiellen 
Vergiirung der racemischen Aminosiure mit einem UberschuB 
lebender Hefe bei Gegenwart von Zucker ohne die Notwendigkeit 
der Anwendung sonstiger Nihrsalze. 

In der ersten Arbeit tiber diesen Gegenstand wurde auBer 
der allgemeinen Methodik die Reingewinnung von d-Leucin, |-Ala- 
nin und 1-Valin (a-Amino-Isovaleriansiure)*) nach diesem neuen 
biologischen Spaltungsverfahren mitgeteilt und auBerdem auf die 
Verwendbarkeit dieser Art der Aktivierung fiir viele andere ra- 


cemische Aminosaduren hingewiesen. 


1) Inaug.-Diss., Rostock 1908. 

2) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 1, 8, 1906. 

3) Das bei den ersten Versuchen erhaltene 1-Valin enthielt offenbar 
noch eine geringe Menge des Racemkérpers, da seine Drehung etwas niedriger 
gefunden wurde, als sie spiter E. Fischer (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 
2320, 1906) bei der Spaltung der Formylverbindungen beobachtet hat. 
Durch Vergairung mit gréBeren Hefemengen, als zuerst angegeben war, 
lieB sich indes ohne weiteres |-Valin mit genau den gleichen Drehungs- 
konstanten, wie sie Fischer ermittelt hat, gewinnen. 
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An anderer Stelle!) habe ich dann noch iiber die durch Hefe- 
spaltung erfolgte Zerlegung des Gemisches von d - Isoleucin und 
d - Allo-Isoleucin berichtet, d. h. zweier stereoisomerer Amino- 
sduren, die durch gegenseitige Umlagerung entstehen, aber nicht 
Spiegelbilder voneinander sind. Die sich hieraus ergebende Rein- 
darstellung des d - Allo-Isoleucins hat bereits analytisch fiir die 
Trennung der Aminosiuren der Leucinfraktion aus Proteinen 
wertvolle Dienste geleistet?). 

Im nachfolgenden seien einige neue Beispiele der Spaltung 
verschiedenartigster racemischer Aminoséuren durch Hefegarung 
mitgeteilt, die in mehrfacher Hinsicht von chemischem und phy- 
siologischem Interesse sein diirften. 

Die totale Spaltung gelang weiterhin sehr leicht beim ra- 
cemischen Phenylalanin und Serin, von denen die optischen 
Antipoden der natiirlich auftretenden Verbindungen in reiner 
Form mit den von E. Fischer angegebenen Drehungswerten er- 
halten wurden. Die Spaltung des Serins bildet das erste Beispiel 
der Vergirung von Oxyaminosiuren durch Hefe. 

Uberhaupt zum ersten Male in optisch aktiver Form 
gewonnen wurde eine linksdrehende Modifikation der «-A mi no- 
Phenyl-Essigsaure C,H, -CHNH,-CO,H und eine solche der 
a-Amino-Methyl-Athyl-Essigsiure aa »>CNH, - CO,H 

atts 
(Isovalin.) Ob indes in diesen beiden Fallen die Spaltung ganz 
vollstandig verlaufen und die | - Komponente der beiden Amino- 
siuren mit ihrer wirklichen Héchstdrehung erhalten worden ist, 
lieB sich trotz der hohen Aktivitaét namentlich der ersteren nicht 
mit Sicherheit entscheiden, da Vergleichsangaben iiber die Akti- 
vitat der Substanzen nicht vorliegen. Die relativ sehr kleine Aus- 
beute an starkdrehender «-Amino-Phenyl-Essigséure bei allen 
Garungsversuchen kann méglicherweise eine Folge des geringen 
Unterschiedes in der Angriffsgeschwindigkeit der d - und | - Kom- 
ponente der Aminosaéure durch die Hefe sein, wenn man nicht 
annehmen will, daB nach der eigentlichen Spaltung sowohl der 
a«-Amino-Phenyl-Essigsaiure wie der «-Amino-Methyl-Athy]-Essig- 
siure, die sich beide sehr leicht racesimieren, bei der Aufarbeitung 


1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2538, 1907. 
2) Vgl. die vorstehende Mitteilung von F. Ehrlich und A. Wendel. 


——————— 
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der Lésungen eine partielle Wiederracemisierung der aktiven 
Aminosauren trotz aller VorsichtsmaBregeln stattgefunden hat. 
Jedenfalls hat in Bestatigung friiher erhaltener Resultate die Ver- 
garung dieser Aminosaéuren wie die des Phenylalanins und Serins 
von neuem gezeigt, daB nicht ausschlieBlich die eine Komponente 
racemischer Aminosiuren von der Hefe vergoren wird, sondern 
daB bei Anwendung von Hefe- und Zuckermengen, die eine totale 
Vergirung der leichter assimilierbaren aktiven Verbindung be- 
wirken, stets auch ein Teil des optischen Antipoden mit ange- 
griffen wird. Die Ausbeute an reiner optisch-aktiver Aminosaure 
kann also nach dem Girverfahren im besten Falle immer nur ?/, 
bis */, der theoretischen betragen. 

Zwei Girversuche mit /-Aminobuttersiure ergaben, daB 
Hefe diese Aminosiiure zwar zu assimilieren vermag, daB aber aus 
den vergorenen Lésungen immer nur inaktive Substanz wieder 
zuruckzugewinnen ist. Es bleibt noch aufzukliren, ob die Hefe 
die £-Aminosaure tatsichlich symmetrisch gespalten oder ob sich 
etwa die anfangs aktivierte Verbindung beim Eindampfen der 
Lésungen wieder vollstandig racemisiert hat. 

Was die Technik des Spaltungsverfahrens anbetrifft, so haben 
sich die in der ersten Mitteilung hierfiir gegebenen Vorschriften 
im allgemeinen bis auf einige kleine Abanderungen gut bewahrt. 

GroBer Wert ist auf ein vorziigliches Hefenmaterial zu legen. 
Fiir die folgenden Versuche diente wieder ausschlieBlich die ober- 
girige ReinzuchtpreBhefe Rasse XII des Instituts fir Garungs- 
gewerbe, die mir stets im frischen Zustande zuganglich war und 
die ich infolge ihrer Reinheit und ihres relativ geringen Stickstoff- 
gehaltes fiir die vorliegenden Zwecke am geeignetsten halte. Den 
giinstigsten ,,Spaltungswert“ wird naturgemaéB ganz frisch und 
griindlich gewaschene und abgepreBte méglichst eiweiBarme Hefe 
besitzen, da diese in ihrem Zellinnern und éuBerlich mechanisch 
anhaftend nur auBerst geringe Reste léslicher Stickstoffverbin- 
dungen aus der urspriinglichen Maische oder aus abgebautem EiweiB 
der Zellsubstanz enthalt. Doch kann man, wie ich schon friher 
erwihnt habe, auch weniger frische, selbst einige Wochen alte Hefe 
verwenden, mu8 dann aber von Anfang an dafiir Sorge tragen, daB 
die PreBhefe sofort nach ihrer Bereitung dauernd in einem kihlen, 
méglichst steril gehaltenen Raum stets gut in Biichsen eingestampft 
aufbewahrt wird. Jedenfalls ist ein lingeres Stehenlassen der vorher 
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abgekiihlten Hefe bei Zimmertemperatur besonders in lockerem 
Zustand méglichst zu vermeiden, da schon unter diesen Bedin- 
gungen die autolytischen Vorginge in der Hefezelle merkbar be- 
schleunigt werden, was zur Folge haben kann, da die spater zur 
Spaltung verwandte Hefe die fiir sie bequemer erreichbare Amino- 
sdure in ihrem Zellinhalt zuerst assimiliert und dafiir von der ihr 
vorgelegten Aminoséiure um so weniger verarbeitet, also einen 
geringeren ,,Spaltungswert besitzt. Bei den Giarversuchen ist 
ferner auch der Gesamtstickstoffgehalt der Hefe als sehr wesent- 
lich zu beriicksichtigen, da das Prinzip der Methode ja auf der 
Moglichkeit der Anreicherung der Hefe mit dem Stickstoff der 
betreffenden Aminosiure beruht. Dementsprechend wird also, 
wie schon betont, eiweiBarme Hefe den héchsten Spaltungswert 
fiir Aminosiuren besitzen, eiweiBreiche Hefe aber mit steigendem 
Stickstoffgehalt um so geringeren. Da in der groBen Praxis der 
PreBhefefabriken die zur Ernihrung der Hefe dienenden Maischen 
stets verschiedener Herkunft sind und vermutlich auch jedes- 
mal eine andere chemische Zusammensetzung aufweisen, so ist es 
leicht erklarlich, daB die daraus gewonnene Hefe in ihrem Stick- 
stoffgehalt starken Schwankungen unterliegen kann. Die hier be- 
nutzte Hefe besaB im Durchschnitt wieder 8°, Stickstoff in der 
Trockensubstanz, doch wurden auch bisweilen Stickstoffzahlen 
in den Grenzen von 6,5—10°, beobachtet. SchlieBlich ist auch 
entsprechend der verschiedenen Abpressung der Trockensubstanz- 
gehalt der Hefe ebenfalls ein sehr wechselnder. Man wird also die 
hier und friiher angegebenen Mengenverhiltnisse von Hefe und 
Zucker fiir die Spaltung der einzelnen Aminosauren, wenn auch hier 
schon immer mit einem UberschuB Hefe gerechnet war, nur dann 
als Standardzahlen annehmen kénnen, wenn es sich um eine eiweiB- 
arme Hefe handelt. Erweist sich die Hefe als eiweiBreicher, so wen- 
det man vorteilhaft besonders bei Verarbeitung gréBerer Mengen 
Aminosauren von vornherein einen betrachtlichen Uberschu8 der 
betreffenden Hefe an, wenn man nicht vorzieht, durch einen Vorver- 
such im kleinen erst den Wirkungswert der Hefe fiir die Aminosaure 
festzulegen und danach die Dosierungen von Hefe und Zucker zu 
bemessen. Beim Eintragen der Hefe in die Zucker-Aminosaure- 


lésung ist sehr darauf zu achten, daB die Hefe nicht in Klumpen 
am Boden des GefiaBes liegen bleibt, sondern durch heftiges Schit- 
teln des Kolbens gleichmaBig emulsionsartig durch die ganze 
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Fliissigkeit verteilt wird, da sonst unter Umstinden ganze zu- 
sammengeballte Hefepartien bei der Spaltung der Aminosaure 
nicht in Aktion treten kénnen. Bei Vergirung von sehr groBen 
Quantititen Substanz, die man am besten in groBen Korbflaschen 
(Saiureballons) vornimmt, wird man zweckmaBig die Hefe zur 
besseren Verteilung vorher mit Wasser oder mit einem geringen 
Volumen der betreffenden Lésung griindlich anriihren und erst 
dann in Portionen in die zu vergirende Fliissigkeit eintragen. Fiir 
die Trennung der Hefe von der vergorenen Lésung hat sich statt 
der Filtration iiber groBe mit Flie8papier bedeckte Trichter Ab- 
saugen der Flissigkeit mittels der Luftpumpe durch diinnwandige 
unglasierte Tonflaschen oder - kolben sehr bewahrt, wie sie die 
Kénigl. Porzellan-Manufaktur in Berlin in den Handel bringt. 
Man bekommt auf diese Weise sofort klare und vollstandig blanke 
Lésungen, kann die Hefe schnell von der Fliissigkeit absondern 
und mit wenig Wasser in kurzer Zeit griindlich auswaschen. Die 
Lésungen kann man gewohnlich zuerst iiber freier Flamme und 
dann auf dem Wasserbad verdampfen. Nach Konzentration auf 
ca. 200—300 cem klirt man die Fliissigkeit vorteilhaft noch 
einmal mit Tierkohle und engt sie dann vollstindig zum diinnen 
Sirup ein. Die Lésungen empfindlicher Aminosiuren dampft 
man am besten gleich von vornherein bei niedriger 'Temperatur 
im Vakuum ein. Fiir Aminosduren, die sich namentlich durch die 
aus der Giirung stammenden Siauren leicht wieder racemisieren, 
hat sich als besonders wichtig ergeben, daB man diese Racemi- 
sierung hindern kann, wenn man beim Eindampfen der Lésungen 
durch haufigen Zusatz von wisserigem Ammoniak dafiir sorgt, daB 
die Reaktion dauernd alkalisch bleibt. Aus den durch Verdampfen 
der vergorenen Lésungen gewonnenen Sirupen krystallisieren die 
aktiven Aminosauren sehr leicht gewéhnlich schon sofort nach 
Erkalten aus. Die Abscheidung ist meist schon nach 24 Stunden 
eine volistaindige. Aus den Mutterlaugen leichter léslicher Amino- 
siuren lassen sich nach mehrwéchentlicher Aufbewahrung bis- 
weilen noch geringe Reste Substanz abscheiden. Im Falle die 
Isolierung der unvergorenen Aminosiiure aus dem Sirup direkt 
nicht méglich ist, kann man sie iiber das Kupfersalz oder auf ahn- 
liche Weise vornehmen. Uber spezielle Einzelheiten des Verfahrens 
wird bei der Beschreibung der Vergiirung der einzelnen Amino- 


siiuren berichtet. 
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SchlieBlich sei noch hervorgehoben, daB sich seit meiner 
ersten Mitteilung in der Wertschatzung der biologischen Spal- 
tungsmethode fiir racemische Aminosiuren ein sehr wesentlicher 
Wandel vollzogen hat. Ich erwiihnte damals, daB die Anwendung 
der biologischen Methode bei chemisch-physiologischen Arbeiten 
nur eine sehr beschrinkte sein kann infolge ihrer Einseitigkeit, 
die darin besteht, daB aus dem Racemk6rper immer nur die eine 
optisch-aktive Komponente erhalten wird, wahrend die natiirliche 
vorkommende Modifikation, die dem physiologischen Chemiker 
gerade das groBte Interesse bietet, durch den betreffenden Mikro- 
organismus, hier die Hefe, zerstért wird. Unterdes hat nun aber 
E. Fischer’) bei seinen Synthesen der Polypeptide nachgewiesen, 
daB man auch vom Antipoden einer natiirlichen Aminosiure aus- 
gehend mit Hilfe der Waldenschen Umkehrung zu Derivaten 
und Verbindungen gelangen kann, die der natiirlich auftretenden 
Aminosaure entsprechen, und er hat bereits in Gemeinschaft mit 
seinen Mitarbeitern eine ganze Reihe derartiger Beispiele be- 
schrieben. Es unterliegt keinem Zweifel, daB hier gerade die vor- 
liegende Methode der Hefespaltung der Aminosiiuren sehr wesent- 
liche Dienste leisten wird, und tatsichlich hat sich auch schon ge- 
zeigt, daB dieses Verfahren in einzelnen Fallen, wie z. B. zur Ge- 
winnung des ]-Alanins?) dem chemischen vorzuziehen ist. 


d-Phenyl-Alanin. 


Als Ausgangsmaterial diente racemisches Phenyl-Alanin, das 
nach der Methode von E. Fischer’) aus Benzyl-Bromalonsiure 
iiber die $-Phenyl-a-Brompropionsiure durch Erhitzen der letz- 
teren mit wiassrigem Ammoniak erhalten war. Das Priparat 
wurde zur Reinigung aus Wasser mehrmals umkrystallisiert. 

10 g dieses synthetischen Phenyl-Alanins wurden zusammen 
mit 250 g Raffinade in 21/, | Leitungswasser unter Erwarmen auf 
dem Dampfbade gelést; in die abgekiihlte Lésung wurden 100 g 
frische PreBhefe eingetragen und durch Schiitteln emulsionsartig 
verteilt. Die Girung setzte nach kurzer Zeit sehr lebhaft ein und 
war nach zwei Tagen beendet. Nach dem Abfiltrieren der Hefe 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 489, 1907. 
3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 3992, 1906. 
3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 3064, 1904. 
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und dem Abdestillieren des Alkohols, der beim Verdunsten einen 
rosenihnlichen Geruch (Phenyl-Athylalkohol)') erkennen lieB, 
wurde die wiisserige Lésung nach Klirung mit Tonerde und Ent- 
farben mit Knochenkohle zur Sirup-Konsistenz eingedampft. 
Die nach kurzem Stehen sich ausscheidenden Krystalle wurden 
nach eintagiger Aufbewahrung scharf abgesaugt und auf Ton ge- 
preBt. Aus den Mutterlaugen lieB sich durch nochmaliges Kon- 
zentrieren noch eine kleine Menge der Aminosiure gewinnen. Die 
gesamte Menge des Rohproduktes betrug 3,6g, das beim Um- 
krystallisieren aus Wasser 3,2 g reine Aminosiure lieferte. 

Fiir die Analyse und die Bestimmung der optischen Drehung 
wurde das Priparat nochmals durch Umlésen aus Wasser gereinigt. 

0,1517 g Substanz: 0,3640 g CO,, 0,0922 H,O. 

0,1754 g Substanz: 13,0 cem N (17,5°, 753 mm), 

C,H,,NO,. Ber. C 65,46 H 6,66 N 8,48. 
Gef. ,, 65,50 ,, 6,72 ,, 8,50. 
Spez. Drehung in wisseriger Losung: 

0,2749 g Substanz wurden in Wasser gelést. Gesamtgewicht 
der Lésung 13,6183 g. Spez. Gewicht 1,0043. Prozentgehalt: 2,01. 
Drehung im 200 mm- Rohr bei 20° im Natriumlicht: + 1,39°. 

[a]j” = +34,56°. 
Spez. Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,6627 g Substanz wurden in 20proz. Salzsaéure gelést. Ge- 

samtgewicht der Lésung 18,0245 g. Spez. Gewicht 1,0895. Pro- 


zentgehalt 3,48. Im 200 mm - Rohr aj” = +0,52°, folglich 


[a}p = +6,86°. 


Die durch Vergiirung aus rac. Phenyl-Alanin gewonnene 
Aminosaure ist also reines d-Phenyl-Alanin, da sie in allen ihren 
Eigenschaften besonders in ihren Drehungswerten vollstandig mit 
der von E. Fischer durch Spaltung der Benzoyl-Verbindungen 
mittels des Cinchoninsalzes dargestellten d-Komponente iiber- 
einstimmt. Fischer*) fand namlich fiir die Drehung des d-Phe- 
nyl-Alanins unter denselben Konzentrationsverhiltnissen in 
wiisseriger Lésung [a]f” =+35,08° und in salzsaurer Lésung 
[a}p” = +7,07°. 

1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 1047, 1907. 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 2385—2386, 1900. 
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Optisch-aktive «-Amino-Phenyl-Essigsiéure'). 
C,H, - CHNH, - CO,H. 

Die «-Amino-Phenyl-Essigsiure ist bisher nur in der Racem- 
form bekannt. Sie ist zuerst von Stéckenius*) aus der Phenyl- 
Brom-Essigsiiure durch Behandlung mit wiisserigem Ammoniak 
erhalten worden. Ihre einfachste Darstellungsweise lehrte Tie- 
mann’), der sie aus dem Benzaldehyd durch Einwirkung von 
Blausiure und Ammoniak und nachfolgender Verseifung bereitete 
und ihre Eigenschaften und Verbindungen niher beschrieb. Die 
Aminosaure erscheint besonders interessant wegen ihrer Be- 
ziehungen zur Mandelsiure, in welche sie durch Einwirkung von 
salpetriger Saure tibergefiihrt werden kann. Ein Abbau der 
Phenyl-Amino-Essigsiure ist auch bei physiologischen Prozessen 
beobachtet worden. So fand Schotten 4), daB, wenn man diese 
Aminosiure einem Hunde verfiittert, sie zum Teil als Mandel- 
siure in den Harn tibergeht. Eine gleiche Desamidierung konnten 
Tiemann und Friedlinder®) bei der ,,Pankreasfaulnis‘‘ der 
Phenyl-Amino-Essigsiiure feststellen. Doch berichten diese For- 
scher nicht, ob die Phenyl-Amino-Essigsiure, die infolge des Er- 
satzes eines Wasserstoffatoms der Methylengruppe durch die 
NH,- Gruppe ein asymmetrisches Kohlenstoffatom besitzt, dabei 
in aktive Mandelsiure tibergegangen ist und ob die angewandte 
Racemverbindung asymmetrische Spaltung erfahren hat. 

Nachdem nun neuerdings gelegentlich der Arbeiten iiber die 
alkoholische Girung der Aminosiiuren®) festgestellt war, daB die 
Hefe die Phenyl-Amino-Essigsiure in Benzylalkohol und Benz- 
aldehyd iiberzufiihren vermag, schien es von groBem Interesse, 
naher zu untersuchen, ob bei der Vergiirung eine asymmetrische 
Spaltung der Aminosiure stattfindet. 

Den definitiven Nachweis einer solchen erbringen die folgen- 
den Versuche, durch die zum erstenmal die a-Amino-Pheny]-Essig- 


1) Uber die Spaltung der a-Amino-Phenyl-Essigsiiure durch Hefe wurde 
bereits in der Sitzung der Deutschen chemischen Gesellschaft in Berlin am 
26. November 1906 vorliufig berichtet. 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 11, 2002, 1878. 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 13, 383, 1880. 

4) Schotten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 66. 

5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 14, 1969, 1881. 

6) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 1047, 1907. 
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sure in optisch aktiver Form, und zwar in einer in wasseriger und 
salzsaurer Losung linksdrehenden Modifikation bekannt wird. 

Vergiirt man nimlich die Phenyl-Amino-Essigséure mit viel 
Zucker und Hefe, wobei man wegen der Schwerléslichkeit der 
Aminosaure stets eine verhiltnismaBig groBe Menge Zucker- 
lésung anwenden muB, so verschwindet regelmaBig ungefahr die 
Hilfte der Aminosiure aus der Lésung, und der nach der Ver- 
girung zuriickgewonnene Teil der Verbindung erweist sich jedes- 
mal als optisch aktiv. Je nach der Art der Fraktionierung zeigt 
indes die wiedererhaltene Substanz von der Bruttozusammen- 
setzung der urspriinglich angewandten ein sehr verschiedenes 
Drehungsvermégen, was daher riihrt, daB bei der Vergarung mit 
Hefe stets ein relativ groBer Teil der racemischen Aminosaure un- 
angegriffen bleibt, und daB dann bei den verschiedenen Ope- 
rationen des Umkrystallisierens sich in ihrer Zusammensetzung 
wechselnde Krystallgemische der inaktiven und aktiven Amino- 
siure bilden. Entsprechend der Schwerléslichkeit der Racem- 
verbindung in Wasser sind die sich zuerst abscheidenden Frak- 
tionen meist optisch inaktiv oder doch nur von relativ geringer 
optischer Aktivitaét. Stark linksdrehende Substanzen waren 
immer erst aus den am leichtesten léslichen Fraktionen zu ge- 
winnen, doch stets nur in geringer Menge und von einem spezi- 
fischen Drehungsvermégen, das bei den verschiedenen Versuchen 
innerhalb weiter Grenzen schwankte. Da es sich zeigte, daB die 
optisch aktive Aminosiiure durch Sauren leicht racemisierbar ist, 
so wurde, um eine Einwirkung der bei der Garung entstandenen 
Siuren zu verhindern, in einzelnen Fallen in der Weise operiert, 
daB man die vergorene, von der Hefe abfiltrierte Lésung sofort 
mit Ammoniak bis zur deutlich alkalischen Reaktion versetzte 
und wihrend des Eindampfens durch Zufiigung neuer Ammoniak- 
mengen dauernd schwach alkalisch erhielt. Aber selbst bei dieser 
Arbeitsweise, die jede Wiederracemisierung der optisch aktiven 
Aminosiiure auszuschlieBen schien, wurde wieder ein ahnliches 
Gemisch von racemischer und aktiver Verbindung gewonnen, 
dessen Zusammensetzung sich auch nicht wesentlich dnderte, 
wenn die einmal vergorene Susbtanz nochmals mit Hefe und 


Zucker zur Vergirung angesetzt wurde. 
Man muB daher annehmen, daB die Phenyl-Amido-Essigsaure 
im Gegensatz zu den bisher untersuchten Aminosaéuren wie Leucin, 
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Alanin usw. sich durch Hefe nicht in dem Sinne spalten laBt, daB 
vorzugsweise nur die eine Komponente assimiliert und die andere 
fast unangegriffen zuriickbleibt. Vielmehr scheint es, daB die 
Unterschiede in der Angriffsgeschwindigkeit der beiden optischen 
Modifikationen dieser Aminosiéure durch die Hefe so geringe sind, 
da8B auch bei Vergiirung mit sehr viel Hefe und Zucker stets nur 
ein relativ kleiner Teil der weniger leicht assimilierbaren ]-Kom- 
ponente nach beendeter Garung iiberschiissig zuriickbleibt. 
Immerhin lieB sich nach der Vergirung der racemischen 
Phenyl-Amido- Essigsaure durch eine zweckentsprechende Anreiche- 
rung der leicht léslichen Fraktionen regelmaiBig, wenn auch in 
kleinen Mengen, eine linksdrehende Aminoséure von auffallend 
hoher optischer Aktivitat isolieren. In zwei fast iibereinstimmen- 
den Fallen wurde ihre spezifische Drehung zu [a]p” = —140,95° in 
10 proz. Salzsiiure, die ihrer Phenyl-Cyanat-Verbindung in al- 
kalischer Lésung zu [« 7” = —129,27° gefunden. In einem Falle 
lieB sich sogar eine noch etwas héher drehende Aminoséure ab- 
scheiden, sie zeigte nimlich in salzsaurer Lésung [a ]j)” = —144,83° 
und gleichzeitig in wiisseriger Lésung [a]p” =—90,35°. Die 
optisch-aktive Aminosaure war in Wasser bedeutend leichter lés- 
lich als die racemische und léste sich zum Unterschied von dieser 
auch relativ leicht in verdiinntem Alkohol. Da indes die race- 
mische Phenyl-Amido-Essigsiure in ihrer Léslichkeit von der 
optisch aktiven sehr stark beeinfluBt und schon bei Gegenwart 
von geringen Mengen der letzteren viel leichter von Wasser und 
Alkokol aufgenommen wird, so lat sich auch nach den obigen 
Auseinandersetzungen nicht mit Sicherheit angeben, ob die 
Aminosiure von der bezeichneten Drehung die reine ]-Kompo- 
nente und nicht etwa ein Gemisch derselben mit dem Racem- 
kérper darstellt. Hieriiber wird erst die Spaltung der inaktiven 
Verbindung mittels einer anderen Methode entscheiden k6nnen. 
Jedenfalls 1aBt sich schon auf Grund der folgenden Versuche 
behaupten, daB die hier zum erstenmal beschriebene op- 
tisch aktive Phenyl-Amido-Essigsaure von allen bisher 
bekannt gewordenen Aminosaéuren auBer dem Cystin 
das héchste Drehungsvermégen besitzt. Es erscheint dies 
um so merkwiirdiger, als das nichsthéhere Homologe dieser 
Aminosaure, das Phenyl-Alanin (Phenyl- Amido- Propionsaure) 
C,H, - CH,- CHNH, - CO,H, eine bedeutend geringere Drehung auf- 
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weist, niimlich 35,08 in wiasseriger und 7,07 in salzsaurer Lésung. 
Nicht minder beachtenswert ist aber, daB das spezifische Dre- 
hungsvermégen der optisch-aktiven Phenyl-Amido-Essigsaure unter 
fast dieselbe GréBenordnung fallt wie dasjenige der ihr chemisch 
so nahe stehenden Mandelsiure, deren 1-Komponente nach 
Walden!) in wasseriger Lisung [«]7,” = — 153° dreht. Es soll ver- 
sucht werden, die optisch-aktive Phenyl-Amido-Essigsiure durch 
salpetrige Saure in optisch-aktive Mandelsaure iiberzufiihren und 
auf diese Weise die stereochemischen Beziehungen beider Ver- 
bindungen festzustellen. Es diirfte dies namentlich in der Hinsicht 
von Interesse sein, als nicht ausgeschlossen erscheint, daB die 
aktive Phenyl - Amido - Essigsdure vielleicht in der Natur vor- 
kommt. 

Als Ausgangsmaterial fiir die verschiedentlich variierten, im 
folgenden naher beschriebenen Garversuche diente eine von Kah]- 
baum - Berlin bezogene Phenyl-Amino-Essigsiure, die in ihren 
Eigenschaften mit der von Tie mann und anderen Forschern be- 
schriebenen iibereinstimmte; sie wurde vor ihrer Verwendung 
durch Umkrystallisieren aus Wasser gereinigt. Die reine Saure 
schmolz im geschlossenen Rohr unter Schiumen bei 303—305°. 

I. 10g synthetische «-Amino-Phenyl-Essigsiure wurden zu- 
sammen mit 350 g Zucker in einem 4 1-Kolben in ungefahr 31 Wasser 
durch langeres Erwarmen auf dem Dampfbade gelést. Das Erhitzen 
muB8 gewohnlich einige Stunden unter haufigem Schitteln fort- 
gesetzt werden, da die Aminoséure von Wasser sehr schwer be- 
netzbar ist und sich darin erst bei langerer Beriihrung vollstandig 
lést. In die abgekiihlte Lésung, aus der infolge ihres reichlichen 
Zuckergehaltes auch bei langerem Stehen die Aminosdure nicht 
auskrystallisiert, wurden 150 g frischer PreBhefe eingetragen. Die 
Garung setzte scheinbar langsamer ein als bei anderen Aminosauren, 
war aber ebenfalls nach zwei Tagen beendet. Nach vollstandigem 
Abfiltrieren und Auswaschen der Hefe wurde die vergorene Flissig- 
keit bis zu beginnender Krystallisation eingedampft. Nach zwdlf- 
stiindigem Stehen wurden die abgeschiedenen Krystalle abgesaugt 
und mit wenig kaltem Wasser und Alkohol gewaschen. Roh- 
ausbeute 4,6 g. Durch Umkrystallisieren wurden 4 g reine Sub- 
stanz erhalten, von der eine Lésung von 0,5 g in ungefahr 12 com 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 17, 706. 
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10 proz. Salzsiure, im 200 mm- Rohr beobachtet, sich als voll- 
kommen inaktiv erwies. 

Aus den schwach linksdrehenden Mutterlaugen der ersten 
Fraktion wurde noch eine zweite leichter lésliche Fraktion ge- 
wonnen, die beim Umlésen aus Wasser ca. 1 g reiner linksdrehender 
Substanz ergab. 

0,3661 g Substanz wurden gelést in 10 proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 15,5190 g. Prozentgehalt 2,35. Spez. 
Gewicht 1,0694. aj” im 200 mm - Rohr 5,78° nach links: 

[«]5” = — 111,01°. 


IJ. Der Versuch wurde mit weniger Substanz bei gleich- 
bleibender Hefe- und Zuckermenge ausgefiilirt. 
Es wurden zusammen vergoren: 
5g dl-Phenyl-Amino-Essigsiure, 
350 g Raffinade und 
150 g Hefe 


in 31 Wasser innerhalb drei Tagen. Die Vergiirung verlief im 
ubrigen wie friiher angegeben. Es wurden gewonnen: 


1. Fraktion: Rein 1,9 g. 
0,3673 g Substanz wurden gelést in 10proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 14,4238 g. Prozentgehalt 2,54. 
Spez. Gewicht 1,0689. a7” im 200 mm- Rohr 2,48° nach 
links: 
[ax ]}"—= — 45,67°. 


2. Fraktion: Rein 0,45 g. 
0,2857 g Substanz wurden gelést in 10proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 14,5849 g. Prozentgehalt 1,95. 
Spez. Gewicht 1,0683. - im 200 mm- Rohr 5,64° nach 
links: 
[a]7"= — 135,4°. 


III. Gegeniiber dem vorigen Versuch wurde nun die Hefe- 
menge gesteigert. Zusammen vergoren wurden: 
5 g dl-Phenyl-Amino-Essigsaure, 
350 g Raffinade, 
200 g Hefe 


in 31] Wasser innerhalb drei Tagen. Es wurden gewonnen: 
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1. Fraktion: Rein 1,9g fast inaktiv. 
0,3700 g Substanz wurden gelést in 10proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 6,1751 g. Die Lésung dreht im 
1 dem- Rohr nur —0,24°. 


2. Fraktion: Rein 1,1 g. 
0,3711 g Substanz wurden gelést in 10proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 10,1409 g. Prozentgehalt 3,65. 
Spez. Gewicht 1,0547. «}” im 200 mm- Rohr 8,29° nach 
links: 





[a] = —107,67°. 


Eine geringere Konzentration der Salzsiure') iibt keinen 
EinfluB auf die spez. Drehung der aktiven salzsauren Phenyl- 
Amino-Essigsiure aus, wie der folgende Versuch zeigt: 

0,1856 g Substanz wurden gelést in 5proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 9,9648 g. Prozentgehalt 1,86. Spez. 
Gewicht 1,0506. aj” im 200 mm - Rohr 4,20° nach links: 

[a]%” = —107,47°. 





IV. Die Hefemenge wurde bei diesem Versuch bedeutend 
herabgesetzt. Zusammen vergoren wurden: 


10 g dl-Phenyl-Amino-Essigsaure, 
350 g Raffinade, 
50 g Hefe 
in 31 Wasser innerhalb acht Tagen. Es wurden gewonnen: 
1. Fraktion: Rein 3,3 g inaktiv. 
2. Fraktion: Rein 0,95 g. 
0,3787 g Substanz wurden gelést in 10 proz. Salzséure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 10,2232 g. Prozentgehalt 3,74. 
Spez. Gewicht 1,0535. aj” im 200 mm - Rohr 10,38° nach 
links : 
[a}p” = —102,01°. 
3. Fraktion: Rein 0,4 g. 


0,2781 g Substanz wurden gelést in 10 proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 9,6196 g. Prozentgehalt 2,89. 


1) Vorausgesetzt, daB so viel Salzsiure angewendet wird, wie zur 
Uberfiihrung in das salzsaure Salz erforderlich ist. 
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Spez. Gewicht 1,0533. aj” im 200 mm - Rohr 8,46° nach 
links: 

wal € a8 
[a}h = — 138,95°. 





aktiven Substanz, die einzeln folgende Drehungswerte besaBen, 
wurden gesammelt : 


Probe 1) {ae = — 107,67°, 
2) ., =—103,41°, 
3) = —127,48°, 
4) = —110,86°. 


Das Gemisch dieser Proben in einer Menge von ungefahr 3 g 
wurde in kochendem Wasser suspendiert und unter stetem Sieden 
so viel Wasser zugegeben, bis gerade Lésung der Aminosaure ein- 
getreten war. Sodann wurde nach kurzem Aufkochen mit Tier- 
kohle filtriert und das Filtrat zw6lf Stunden in einem kihlen 
Raum aufbewahrt. Die ausgeschiedene Aminosiiure wurde durch 





Absaugen entfernt, und nur das klare Filtrat fiir die weiteren 
Versuche verwendet. Die Fliissigkeit wurde eingedampft und der 
Trockenriickstand aus ca. 20 proz. Alkohol umkrystallisiert. 
Auf diese Weise lieBen sich ungefahr 2 g in feinen, farblosen, 
glinzenden Niadelchen krystallisierende Substanz isolieren, deren 
Drehung nur sehr wenig héher war, als sie bei Versuch IV be- 
obachtet wurde. Der Schmelzpunkt des reinen aktiven Kérpers 
differiert kaum von dem der Racemverbindung. In offener Capil- 
lare bei schnellem Erhitzen schmilzt die Substanz bei 293°, in 
geschlossener bei 303—305° unter Aufschiumen. Zur Analyse 
wurde die Verbindung bei 110° getrocknet. 
0,1722 g Substanz: 0,4021 g CO, 0,0953 g H,O. 
0,1580 g Substanz: 12,8 cem N (16°, 747 mm). 
C,H,NO,. Ber. C 63,57 H 5,96 N 9,27. 
Gef. ,, 63,71 ,, 6,09 ,, 9,40. 


In wisseriger Lésung dreht die Substanz schwiicher links als 
in salzsaurer. Fiir die Bestimmung des optischen Drehungsver- 
mégens wurde die Substanz in 10 proz. Salzsiiure gelést, da sie 
in héher konzentrierter Saéure zu schwer loslich ist. 


0,3736 g Substanz wurden gelést in 10proz. Salzsiure. Ge- 
samtgewicht der Lésung 10,1629 g. Prozentgehalt 3,67. 
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Spez. Gewicht 1,0555. aj” im 200 mm- Rohr 10,92° nach 
links: 
[a] = —140,95°. 


Das Chlorhydrat der 1l-a«-Amino- Phenyl- Essig- 
siure, durch langsames Verdunsten der salzsauren Lésung der 
Aminosiure erhalten, krystallisiert in derben durchsichtigen 
Prismen. Im Vakuumexsiccator tiber Schwefelsiure getrocknet 
schmelzen diese in offener Kapillare erhitzt bei 242—244° unter 
Zersetzung. Im geschlossenen Réhrchen zeigt sich ein scharferer 


~oO 


Schmelzpunkt bei 235°. 


Die Phenyl-Cyanat-Verbindung der 1l-a-Amino- 
Phenyl-Essigsaure. 


NH 
CO NH C,H. 


0,85 g Substanz wurden in 6 ccm Normalnatronlauge gelést 
und die stark abgekiihlte Lésung unter Schiitteln allmahlich mit 
1 g Phenylisocyanat versetzt. Von dem sich gegen Ende der 
Reaktion abscheidenden Phenylharnstoff wurde nach Zusatz von 
Tierkohle abfitriert und das Filtrat mit verdiinnter Salzsiure an- 
gesauert. Der dabei anfangs emulsionsartig sich ausscheidende 
Niederschlag erstarrte in kurzer Zeit zu einem Krystallbrei, der 
scharf abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus 50proz. Al- 
kohol umkrystallisiert wurde. Die Phenyl-Cyanat-Verbindung 
krystallisiert in kleinen farblosen Nidelchen, die, bei 105° ge- 
trocknet, bei 168° unter Schiumen schmelzen. Die Verbindung 
ist in Wasser fast unldslich, lést sich dagegen leicht in Alkohol. 
0,1770 g Substanz: 15,4 ccm N (12°, 755 mm). 
C,,H,,N.O;. Ber. N 10,76. 
Gef. ,, 10,84. 


Spez. Drehung in "/, Natronlauge. 

0,5216 g Substanz gelést in "/, Natronlauge. Gewicht der 
Lésung 10,1362 g. Prozentgehalt 5,15. Spez. Gewicht 
1,0319. an” im 200 mm- Rohr 13,74° nach links: 

[«}e” = —129,27°. 
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Das Phenyl-Hydantoin der l-a-Amino-Phenyl-Essig- 
siure (l-Diphenylhydantoin) 


C,H, -CH - CO 
NH 
CO — NC,H,; 
wurde durch mehrfaches Einkochen der Phenyl-Cyanat-Verbindung 
mit viel verdiinnter Salzsiiure beim Abkiihlen der konzentrierten 


Lésung in Form feiner Nidelchen erhalten. Es wurde zur Reini- 
gung aus Athylalkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt 191°. 


0,0965 g Substanz: 9,2 cem N (13°, 765 mm). 
C,;H..N,O,. Ber. N 11,57. 
Gef. ,, 11,48. 


Die Substanz ist in der Kalte in den gew6hnlichen Lésungs- 
mitteln schwer léslich, leichter lést sie sich beim Erwarmen in 
Wasser, Alkohol, Chloroform und Benzol. Die alkoholische 
Lésung der reinen Substanz zeigt deutliche Linksdrehung. 

VI. Zusammen vergoren wurden: 

10 g dl-Phenyl-Amido-Essigsiure, 
350 g Rohrzucker und 
150 g frische Prebhefe 


in 31 Wasser innerhalb 3 Tagen. Sofort nach beendeter Garung 
wurde die Fliissigkeit von der Hefe durch Tonfilter abgesaugt, 
die klare Lésung durch Zusatz von wisserigem Ammoniak 
alkalisch gemacht und auf dem Wasserbad zum diinnen Sirup 
eingedampft, wobei durch stetes Zufiigen von neuen Mengen 
Ammoniak dafiir Sorge getragen war, daB die alkalische Reaktion 
dauernd erhalten blieb. Die ausgeschiedene Krystallmasse wurde 
nach lingerem Stehen abgesaugt, auf Ton vollig getrocknet und 
‘aus Wasser und in den leichter léslichen Fraktionen aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisiert. _Ausbeute an Rohprodukt 
4,25 g. Daraus wurden rein gewonnen: 


1. Fraktion: in Wasser schwer loslich 1,6 g. Optisch inaktiv. 


2. Fraktion: 0,9 g. Spezifische Drehung in 10proz. Salzsiure 
[a}p”’ = —114,31°. 


3. Fraktion: 1,1g. In 10proz. Salzsiure [a |} =—138,64°. 
30* 
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VII. 3,7 g eines Gemisches aus aktiver und inaktiver Phenyl- 
Amido-Essigsiure von friheren Vergiirungen (Praparate von 
[a}p = —45° bis —138°) wurden mit 200 g Zucker in 21] Wasser 
gelést durch 100 g frische Hefe innerhalb 3 Tagen vergoren. 
Die wieder unter Zusatz von Ammoniak wie bei Versuch VI 
verarbeitete Lésung lieferte 2,3 g Rohprodukt zuriick, aus dem 
durch Umkrystallisieren aus 30proz. Alkohol 2 g reine Amino- 
siure in folgenden Fraktionen zu gewinnen war: 

1. Fraktion 0,35 g in 30proz. Alkohol unldéslich. 
[a ]f,” = —76,97° (in 10 proz. Salzsiure ebenso wie 
folgenden Fraktionen). 
2. Fraktion 1,35g. 
[a]R” = —135,93°. 


Es wurde versucht, diese Fraktion durch Auskochen mit 
verdiinntem Alkohol noch weiter zu zerlegen. 1 g wurde mit 
300 cem 50proz. Alkohols am RiickfluBkihler gekocht, wobei 
schnell Lésung eintrat. Uber Nacht krystallisierten feine glin- 
zende Nidelchen aus, die abfiltriert und bei 110° getrocknet 
wurden. 0,55g. Ihre spezifische Drehung betrug [«]7” = — 131,92. 

Das alkoholische Filtrat wurde verdampft und der Riick- 
stand noch einmal aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. 
[a] = —137,95°. 

Durch fraktionierte Krystallisation aus Alkohol ist also keine 
wesentliche Abtrennung des Racemk6rpers von dem aktiven 
zu erreichen. 

3. Fraktion 0,3 g. 
Spezifische Drehung in Salzsaure. 


0,1655 g Substanz (bei 110° getrocknet) in 10proz. Saiz- 
siure gelést. Gesamtgewicht der Lésung 4,5112 g. Pro- 
zentgehalt 3,67. Spez. Gewicht 1,0555. a3” im 2 dem-Rohr 
— 5,61°. 

[x] = —144,83°. 


Spezifische Drehung in wisseriger Lésung. 
0,0846 g Substanz zu 14,9807 g in Wasser gelést. Prozent- 
gehalt 0,57. aj” im 2dem-Rohr —1,03°. 
[a]%” = —90,35°. 
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1 Teil der Substanz erforderte 177 Teile Wasser von 14° 
zur Lésung. 


VIII. Die leichte Racemisierbarkeit der optisch-aktiven 
Phenyl-Amido-Essigsiure durch Siuren ergibt sich aus folgenden 
Versuchen: 

1. 20 g einer Lésung von ca. 0,4 g aktiver Aminosiiure in 
10 proz. Salzsiure wurden in einem weithalsigen Glischen einige 
Zeit auf dem Wasserbade erhitzt, dann abgekiihlt und die ver- 
dampfte Fliissigkeit wieder zum selben Gewicht aufgefiillt. 


(Beobachtungen simtlich im 200 mm- Rohr.) 


Anfangsdrehung. .......... 10,87°, 
Drehung nach zweistiindigem Erhitzen . . . . . . —10,53°, 
nach weiterem 2 Stunden langem Erhitzen 10,18°. 


2. Eine Lésung von | g aktiver Aminosiéure in 30 ccm ca. 
5 prozentiger Salzsiure wurde lingere Zeit am RiickfluBkihler 


gekocht. 


titi PS ee . . —4,37°. 
Drehung nach dreistiindigem Kochen ...... . 4,23°, 
nach im ganzen siebenstiindigem Kochen. . —4.08°. 


Optiseh-aktive «-Amino-Methyl-Athyl-Essigsiure (Isovalin). 


CH, 
C,H, 


Die a-Amino-Methyl-Athyl-Essigsiure, die zum Valin in analo- 


CNH, -CO,H. 


gen chemischen Beziehungen steht wie das Isoleucin zum Leucin: 


CHs\ 47. CH, -CHNH, - CO,H CHs\. on . CHNH, -CO,H 

CH, 2 2° CO, CH, 2° COs 
Leucin Valin 

ta? SCH - CHNH, - CO,H Cai? CNH, - CO,H 

_ Isoleucin ilies Isovalin 


und die man deswegen auch ,,I[sovalin“ nennen kénnte, ist bisher 
ebenfalls nur in der Racemform bekannt. 
Ihre Aktivierung hat in mehrfacher Richtung groBes Interesse, 


vor allem aus dem Grunde, weil ihr Vorkommen in der Natur 
durchaus im Bereich der Méglichkeit liegt. Zwar hat die Durch- 


‘ 
| 
; 
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forschung der Leucinfraktion des EiweiBes'), in der man die 
Gegenwart dieser Aminosiiure zuerst vermuten kénnte, bisher 
keine Anhaltspunkte fiir ihr Vorhandensein gegeben. Indes ist 
zu beriicksichtigen, daB das Isovalin selbst und in seinen Derivaten 
derartig leicht léslich und auch augenscheinlich leicht racemisierbar 
ist, daB es vielleicht infolge dieser Eigenschaften und ferner 
seiner Fahigkeit, mit andern Aminosiuren Mischkrystalle zu bilden, 
allen Isolierungsversuchen bis jetzt entgangen ist. Fiir seine 
Existenz als EiweiBspaltungsprodukt kénnten in gewissem Sinne 
die interessanten Befunde C. Neubergs und Rosenbergs?) 
sprechen, die neuerdings gezeigt haben, daB bei der Faulnis von 
Casein und Leim sich optisch-aktive Valeriansiure bildet, deren 
Entstehungsméglichkeit aus «-Amino-Methyl-Essigsiure gemaB 
dem Schema 

‘ 

CH >CNH - COOH — 
sie diskutieren. Doch kann man hier ebenso gut annehmen, wie 
auch die genannten Autoren andeuten, daB die optisch-aktive 


CH, 


> C,H, CH COH 


Valeriansiaure sich durch komplizierteren Abbau aus dem Isoleucin 
(ev. durch die Wirkung anderer Pilze oder Bakterien vor der 
eigentlichen Faulnis) gebildet hat, eine Méglichkeit, auf die schon 
friiher an anderer Stelle*) hingewiesen wurde. Es lieBe sich auBer- 
dem noch einwenden, daB ein Gehalt namentlich der pflanzlichen 
EiweiBstoffe an Isovalin sich vor allem im Fuselél dureh das 
Vorhandensein von optisch-aktivem sekundiren Butylalkohol 
hatte bemerkbar machen miissen, entsprechend der friiher fiir die 
alkoholische Girung der Aminosduren‘) allgemein entwickelten 
Gleichung: 

CH, . CH, 

C,H,” C,H,’ 
Aber auch hier hat vielleicht nur die groBe Schwierigkeit, diesen 
Alkohol, der sich ebenfalls sehr leicht racemisiert®), vom Isobutyl- 


CNH, - CO,H + H,O = -CHOH + CO, + NH. 


1) Siehe die vorstehende Mitteilung. 

2) C. Neuberg und E. Rosenberg, Sitzungsber. d. Kgl. Preub. 
Akad. d. Wissensch. vom 16. Mai 1907. Diese Zeitschr. 7, 178, 1907. 

3) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2547, 1907. 

4) F. Ehrlich, Diese Zeitschr. 1, 8; 2, 52, 1906. Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 40, 1027, 1907. 

5) R. Meth, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 695, 1907. 
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oder anderen Alkoholen naheliegender Siedepunkte zu trennen, 
seine Erkennung und Isolierung verhindert. 

Wie die nachstehend beschriebenen Untersuchungen zeigen, 
gelingt es durch partielle Vergiirung der racemischen a-Amino- 
Methyl-Athyl-Essigsiiure mit Hefe eine bisher unbekannte optisch- 
aktive, in wisseriger und salzsaurer Lésung linksdrehende Modifi- 
kation zu gewinnen, die also méglicherweise den optischen Anti- 
poden eines natirlich vorkommenden d-Isovalins bildet. Ob die 
im folgenden zum erstenmal beschriebene aktive Verbindung die 
|-Komponente der a«-Amino-Methyl-Athyl-Essigsiiure mit dem 
vollen Drehungswert darstellt und nicht etwa partiell racemi- 
siert ist, lieB sich nicht mit Sicherheit entscheiden, da ein Ver- 
gleich mit einer anderen Spaltungsmethode bisher nicht méglich 
war. Bei einer sehr groBen Anzahl unter allen moglichen Varia- 
tionen der Mengenverhiltnisse von Aminosiiure, Zucker und Hefe 
durchgefiihrter Girversuche verschwand stets ein betriachtlicher 
Teil der Aminosaure, die zuriickbleibende optisch-aktive Substanz 
besaB aber ein sehr wechselndes Drehungsvermégen, wenn die 
Aufarbeitung der Lésungen in der bisher itiblichen Weise geschah. 
Priparate von maximaler Drehung lieBen sich erst durch Ein- 
dampfen der frisch vergorenen Fliissigkeiten unter Zusatz von 
Ammoniak gewinnen. 

Das aktive Isovalin zeigt merkwiirdigerweise in wiisseriger 
Lésung ein héheres spezifisches Drehungsvermégen als in salz- 
saurer Lésung. Als héchste Drehung wurde bisher beobachtet 
in Wasser [a ]p” = —9,10° und in 20 proz. Salzsiure [a Jj" = —6,11°. 
Die aktive Aminosiure ist ebenso wie die inaktive in Wasser 
und in Alkohol (in Konzentrationen von 70% abwarts) sehr leicht 
léslich. Ihr Kupfersalz lést sich leicht in Methyl- und Athyl- 
alkohol. 

Ihrer Konstitution entsprechend ist die optisch-aktive 
a-Amino-Methyl-Athyl-Essigsiure offenbar sehr leicht racemisier- 
bar. Besonders die freie Aminosaiure scheint in dieser Hinsicht 
sehr empfindlich zu sein und sich haufig schon beim Kochen ihrer 
wasserigen oder alkoholischen Lésung zum Teil in die Racem- 
verbindung umzuwandeln. Das geht unter anderm schon daraus 
hervor, daB aus den alkoholischen Filtraten des héchstdrehenden 
Isovalins immer nur schwicher drehende und oft sogar inaktive 


Fraktionen beim Eindampfen abgeschieden werden konnten. 
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Dagegen erwies sich das salzsaure Salz der Aminosiure in seiner 
Aktivitat als viel bestandiger. 

In Ubereinstimmung mit den friiheren Erfahrungen iiber die 
alkoholische Girung der Aminosiauren ist mit groBer Wahrschein- 
lichkeit anzunehmen, daB sich bei der Hefegirung des Isovalins 
entsprechend der obigen Gleichung optisch-aktiver sekundarer 


CH 
Butylalkohol von der Formel CH CHOH gebildet hat. Seine 


5 
Isolierung aus den nach der Vergirung abdestillierten Fliissig- 
keiten haben sich indes bisher uniiberwindliche Schwierigkeiten 
entgegengestellt, die im wesentlichen darin bestanden, daB die 
Abscheidung relativ so geringer Mengen des sekundiren Butyl- 
alkohols von den groBen Mengen Athylalkohol und sein Nachweis 
neben dem bei diesen Girversuchen aus autolysierter Hefe stets 
entstehenden linksdrehenden Amylalkohol unméglich war. Viel- 
leicht laBt sich die Gewinnung von sekundairem Butylalkohol 
spiiter einmal durch Vergirung von sehr groBen Quantititen 
Isovalin durchfiihren. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Vergiirung diente reine racemi- 
sche «-Amino-Methyl-Athyl-Essigsaure, die aus dem Methyl-Athyl- 
Keton durch Anlagerung von Blausiiure und Ammoniak und 
Verseifung gewonnen war. Die zuerst von Slim mer!) angegebene 
Darstellungsweise der Aminosaiure wurde in einigen Punkten 
wie folgt abgeiandert: 

In einer Lésung von 100 g Methyl-Athyl-Keton in 800 cem 
Ather wurden 100 g fein gepulvertes trockenes Cyankali suspen- 
diert und hierzu unter stetem Schiitteln und starker Kihlung 
aus einer Biirette langsam 111 ccm Salzsiure vom spez. Gewicht 
1.19 zugetropft. Nach beendeter Reaktion blieb das Ganze einige 
Zeit stehen, dann wurde die ftherische Lésung vom gebildeten 
Kaliumchlorid abgegossen und letzteres mehrmals mit Ather 
nachgespiilt. Nach Vertreiben des Athers im Vakuum bei un- 
gefahr 30° wurde die zuriickbleibende hellgelbe Fliissigkeit mit 
249 cem 10proz. alkoholischen Ammoniak vermischt und im 
eisernen Autoklaven 5 Stunden auf 50-—60° erhitzt. Die resul- 
tierende Fliissigkeit wurde vorsichtig mit 100 cem konzentrier- 
ter Salzsiiure unter Kiihlung versetzt, einige Zeit bei gew6éhn- 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 406, 1902. 
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licher Temperatur aufbewahrt und nach Zufiigung eines gleichen 
Volumens Salzsaure zunachst auf dem Dampfbade zur Vertreibung 
des Alkohols erhitzt. Nach mehrmaligem Einkochen mit frisch 
zugesetzter Salzsiiure wurde die Lésung durch Eindampfen im 
Vakuum von dem gréBten Teil der Salzsaure befreit und schlieBlich 
unter vermindertem Druck bei ungefaihr 50° vollstindig ein- 
getrocknet. Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol auf- 
genommen, vom ungelést bleibenden Chlorammon abfiltriert 
und das aus der alkoholischen Lésung beim Verdampfen des 
Alkohols im Vakuum gewonnene Krystallgemisch in viel Wasser 
gelést. Darauf wurde zur Entfernung des Chlors mit Bleioxyd 
gekocht, aus dem Filtrat mit Schwefelwasserstoff das geléste Blei 
gefallt und die schlieBlich erhaltene klare Lésung auf dem Wasser- 
bade zur Trockne verdampft. Es hinterblieben 82 g schwach 
gelb gefirbtes Rohprodukt, das zur weiteren Reinigung aus heib- 
gesittigter wiasseriger Lésung mit absolutem Alkohol gefallt 
wurde. Ausbeute an reiner a-Amino-Methyl-Athyl-Essigsiure 77 g. 

Von den ungefihr zwanzig zuerst vergeblich mit vielfachen 


Variationen angestellten Girversuchen seien im folgenden nur 
drei ausfiihrlich beschrieben, bei denen die aktive Aminosiure 


jedesmal mit derselben geringen Drehung erhalten wurde. 
Es wurden angesetzt : 
l. 7 g a-Amino-Methyl-Athyl-Essigsaure. 
200 g Zucker, 
60 ¢ Hefe 
in 2 1 Wasser. 
Dauer der Girung 3'/, Tage. Rohausbeute: 4,1 g; Reinausbeute : 
1,85 g. 
II. 10g a-Amino-Methyl-Athyl-Essigsiure, 
300 g Zucker, 
150g Hefe 
in 21/, | Wasser. 
Dauer der Girung 2 Tage. Rohausbeute: 4,4 g; Reinausbeute: 
3,25 g. 


Ill. 10g a-Amino-Methyl-Athyl-Essigsiure, 
300 ¢ Zucker. 
200 g Hefe 
in 21/, | Wasser. 





EE 
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Dauer der Girung 2 Tage. Rohausbeute: 3,8 g; Reinausbeute 
2,4 g. 

Die Verarbeitung der vergorenen Fliissigkeiten erfolgte all- 
gemein wie friiher angegeben wurde. Versuch II wurde nur dahin 
abgeindert, daB die von der Hefe abfiltrierte Lésung vor dem 
Kindampfen zur Neutralisation mit der aus der Titration be- 
rechneten Menge "/,, NaOH versetzt war. Beim III. Versuch 
wurde die vergorene hefefreie Fliissigkeit nach dem Abdestillieren 
des Alkohols mit Kupfercarbonat gekocht, filtriert und auf dem 
Wasserbade scharf eingedampft. Der zuriickbleibende griinblaue 
Sirup wurde mit Methylalkohol ausgezogen. Aus der methyl- 
alkoholischen Lésung wurde der Alkohol abgedampft, der Riick- 
stand mit Wasser aufgenommen und aus der wisserigen Lésung 
das Kupfer mit Schwefelwasserstoff gefallt. Das Filtrat ergab 
iihnlich wie bei den andern Versuchen beim Konzentrieren einen 
Sirup, aus dem sich nach kurzem Stehen die Aminosaure fein 
krystallinisch abschied. Sie wurde daraus durch Absaugen, Ab- 
pressen auf Ton und Umloésen aus Alkohol rein gewonnen. 

Bei den drei erwihnten Versuchen lieB sich eine aktive 
Aminosiure isolieren, die, bei 110° getrocknet, jedesmal folgende 
Drehungswerte zeigte: 

Spezifische Drehung in wisseriger Lésung: 
0,6 g Substanz wurden gelést in 12 cem Wasser. c = 5. 
Im 2dcem-Rohr a>” = 0,50° nach links: 
[aj = —5,00°. 
Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 
0,3793 g Substanz wurden gelést in 20proz. Salzsiure Ge- 
samtgewicht der Lésung 10,3409 g. Prozentgehalt 3,66. 
Im 2dem-Rohr an” = 0,29° nach links: 
[aJp = — 3,6°. 


Eine Aminosaiure von betrachtlich héherem Drehungsver- 
mégen wurde .erst nach folgendem Verfahren erhalten: 

9g Isovalin wurden zusammen mit 300 g Zucker, in 2'/,1 
Wasser gelést, durch 150 g frische Hefe vergoren. Dauer der 
Garung 3 Tage. Die abgesaugte Lésung wurde, wie vorher bei der 
Phenyl-Amido-Essigséure geschildert, unter stetem Zusatz 
von wiaisserigem Ammoniak, so daB eine schwach alkalische 
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Reaktion gegen Lackmus dauernd erhalten blieb, vorsichtig zum 
Sirup eingedampft. Die iiber Nacht auskrystallisierte Substanz 
wurde abgesaugt und auf Ton von der Mutterlauge méglichst 
vollstindig befreit. Das in einer Menge von 4,45 g erhaltene 
Rohprodukt gab beim Umkrystallisieren aus Alkohol unter 
tropfenweisem Zusatz von Wasser in vier Fraktionen 3,54 g 
reine Aminosiiure, die sich in Wasser und verdiinntem Alkohol 
sehr leicht léste 
1. Fraktion 147g. Zur Analyse wurde die Substanz bei 
110° getrocknet. 
0,1682 g Sbst.: 0,3183 g CO,, 0,1473 g H,O; 
0,1655 g Sbst.: 17,1 eem N (16°, 748 mm). 
C5H,,NO,. Ber. C 51,28, H 9,40, N 11,95. 
Gef. ,, 51,42, ,, 9,69, ,, 12,01. 


Die Fraktion besaB die héchste bisher beobachtete Drehung. 


Spezifische Drehung in wisseriger Lésung: 
0,5 g Substanz gelést in 10cem Wasser. c= 5. a7} =0.91° 
nach links im 2dem-Rohr. 
[a}h = — 9,10°. 


Spezifische Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,3796 g Substanz gelést in 20proz. Salzsiure. Gesamt- 
gewicht der Lésung 10,3500g. Prozentgehalt 3,67. Spez. 
Gew. 1,0943. aj” =0,48 nach links im 2 dem-Rohr. 

[aJp = — 6,11°. 

2. Fraktion 1,17 g. 

In Wasser [a]j,” = —2,4°. 

3. Fraktion 0,3 ¢. 

In Wasser [a ]p” = 

4. Fraktion 0,6g. 


In Wasser [a]j)” = —1,0°. 

Eine Lésung der aktiven Aminosiéure in 20proz. Salzsiure 
zeigte auch nach zehnstiindigem Kochen am RiickfluSkiihler 
keine wahrnehmbare Drehungsverminderung gegeniiber der An- 
fangsdrehung. 
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Versuch zur Spaltung der 3-Amino-n-Buttersiure. 

Uber die Einwirkung verschiedener Schimmelpilze auf 
/-Amino-Buttersiure berichtet bisher nur O. Emmerling?), 
der jedoch bei keinem seiner Versuche ein Wachstum dieser 
Mikroorganismen feststellen konnte. 

Da es von groBem Interesse war zu untersuchen, ob die Hefe 
auch #-Aminosiuren angreift, wurden die folgenden Versuche 
unternommen in der Hoffnung, dabei eine asymmetrische Spaltung 
der /-Amino-Buttersaéure erzielen zu kénnen. Der Ausfall dieser 
Versuche hat gezeigt, daB bei der Vergiirung der S-Amino-Butter- 
siiure mit Zucker und Hefe aus der Lésung Stickstoff verschwindet, 
und daB dementsprechend jedesmal nur ein geringer Teil 6-Amino- 
siiure zuriickgewonnen wird, so daB man zu der Annahme ge- 
ndtigt ist, daB die Hefe auch diese Aminosiure anzugreifen und 
fiir den Aufbau ihres KorpereiweiBes zu verwenden vermag. 
Indes erwies sich die wieder zuriickgewonnene Siaure in zwei 
Fillen sowohl in wisseriger wie in salzsaurer Lésung als 
optisch vollkommen inaktiv. Vorausgesetzt, daB nicht etwa 
wiaihrend des Versuches eine Wiederracemisierung stattgefunden 
hat, so wiire demnach ein symmetrischer Abbau der Aminosaure 
bei der Girung erfolgt. Fiir diese Ansicht miiBten allerdings noch 
weitere Beweise beigebracht werden. 

Als Ausgangsmateral diente reine /-Amino-Buttersiure, die 
nach dem Verfahren von Engel*) aus der Crotonsiiure durch 
Behandlung mit wiisserigem Ammoniak dargestellt und durch 
mehrfache Umkrystallisation gereinigt war. Ihre Konstitution 
als die einer f-Amino-n-Buttersiiure haben bekanntlich Fiseher 
und Roeder?) sicher gestellt. 

I. 10 g f-Amino-Buttersiure wurden zusammen mit 200 g 
Zucker in 21 Wasser gelést und mit 200 g frischer PreBhefe ver- 
goren. Nach 2 Tagen war die Girung beendet. Die abfiltrierte 
hefefreie Fliissigkeit wurde nach Abdestillation des Alkohols mit 
Kupfercarbonat gekocht und die Kupferlésung zum Sirup ein- 
geengt, der mit Methylalkohol ausgelaugt wurde. Aus dem Filtrat 
wurde der Alkohol abgedampft, der Riickstand mit Wasser auf- 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2289, 1902. 
2) Bull. Soc. Chim. 50, 102. 
3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 34, 3755, 1901. 
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genommen, das Kupfer mit Schwefelwasserstoff gefillt, das 
Filtrat vom Schwefelkupfer mit Tierkohle mehrmals behandelt, 
wieder mit iiberschiissigem Kupfercarbonat gekocht und die 
schlieBlich erhaltene Lésung des Kupfersalzes auf dem Wasser- 
bade volistandig eingedampft. Nach mehrtagigem Stehen krystalli- 
sierte aus dem riickstiindigen Sirup ein feinblattriges blaues 
Kupfersalz aus, das nach beendeter Krystallisation von der nur 
noch griinlich gefairbten Mutterlauge durch Absaugen und Pressen 
auf Ton befreit wurde. Auf diese Weise lieBen sich 2,2 g Kupfer- 
salz gewinnen. Das reine Salz wurde in wisseriger Lésung mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Aus dem Filtrat des Schwefel- 
kupfers krystallisierten nach langerem Stehen beim Reiben mit 
dem Glasstab ungefahr 0,6 g Aminosaure aus, die, in konzentrierter 
wiisseriger und salzsaurer Lésung beobachtet, keine Spur optischer 
Drehung zeigte. 

II. Vergoren wurde eine Lésung von 8 g f-Amino-Butter- 
siiure und 200 g Zucker in 2'/, 1 Wasser mit 100 g Hefe. Die 
Aufarbeitung der nach 2 Tagen vollstandig vergorenen Fliissig- 
keit geschah in der oben angegebenen Weise, nur wurde dies- 
die Hefe besonders griindlich ausgewaschen und die Lésung 
nur einmal mit Tierkohle gereinigt. Es wurden 1,4 g trockenes 
mal Kupfersalz gewonnen. Die daraus in einer Menge von 
0,45 g isolierte Aminoséure erwies sich ebenfalls als vollkommen 
inaktiv. 

Um festzustellen, ob wirklich bei der Garung der Stickstoff 
aus der Lésung verschwunden war, wurden siimtliche bei der 
Aufarbeitung des Kupfersalzes resultierenden Fliissigkeiten und 
Mutterlaugen auf das sorgfaltigste gesammelt, nach Ansauern 
mit Schwefelsiure eingedampft und wieder zu 500 ccm genau 
aufgefiillt. 100 ccm der so erhaltenen Fliissigkeit verbrauchten 
eingedampft und nach Kjeldah| verbrannt 41,6 ccm "/; Natron- 
lauge. Hieraus berechnet sich fiir das gesamte Filtrat von der 
Hefe, ausgenommen die 1,4 g Kupfersalz, ein Stickstoffgehalt 
von 0,5824 g. 

Diese Stickstoffmenge wiirde theoretisch 4,3 g Amino-Butter- 
sure entsprechen. Addiert man hierzu die in Form ihres Kupfer- 


salzes wiedergewonnene Menge der Aminoséure von rund 1,1 g, 
so ergibt sich folgende Bilanz der Vergarung der Amino- Butter- 
saure: 
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Angewandt......... .. . =8,0g Amino-Buttersaure. 
Aus d. vergor. Lés. zuriickgew.: 

43¢g+1lg —5,4¢g. 
Folglich vergor. resp. von d. Hefe 

aufgenommen = 2,6 g Amino-Buttersiure. 

Wie sich indes bei dem ersten Versuch durch verschiedene 

Reaktionen feststellen lieB, sind wahrend der Vergirung Stick- 
stoffsubstanzen aus der Hefe in Lésung gegangen, ahnlich wie 
das schon friiher bei der Leucingirung') beobachtet ist. Die 
Menge der von der Hefe assimilierten $-Amino-Buttersiiure diirfte 
daher noch betriachtlich mehr als 2,6 g betragen. 


d-Serin. 

Das Serin, das von Cramer entdeckt und von Fischer 
und seinen Mitarbeitern*) als ein regelmiBiges Spaltprodukt der 
Proteine gefunden wurde, war bis vor kurzem nur in seiner in- 
aktiven Form bekannt. Erst E. Fischer und Jacobs’) ist die 
Spaltung des racemischen Serins mittels der Alkaloidsalze seiner 
p-Nitrobenzoylverbindung gelungen, nachdem E. Fischer schon 
vor laingerer Zeit darauf hingewiesen hatte, daB das Serin wahr- 
scheinlich aktiv in den EiweiSstoffen vorhanden ist und bei der 
Hydrolyse racemisiert wird. Gelegentlich dieser ersten Spaltung 
lieB sich auch indirekt der Beweis erbringen, daB die natiirliche 
in den Proteinen vorkommende Form das |-Serin ist, da Fischer 
und Jacobs das von ihnen zuerst gewonnene |-Serin mit Hilfe 
des Esters in sein Anhydrid verwandeln konnten, welches sich 
mit einem bei der Hydrolyse des Seidenfibroins isolierten Kérper 
als identisch erwies. Neuerdings ist dann schlieBlich E. Fischer‘) 
die direkte Gewinnung des aktiven Serins aus den Spaltprodukten 
der Seide mit Salzsiure gelungen. 

Der folgende Versuch kann indirekt als ein weiterer Beweis 
dafiir gelten, daB das 1-Serin die natiirlich vorkommende Form 
dieser Aminosiure ist, da die Hefe, die stets die natiirliche Kompo- 
nente eines Racemkérpers bevorzugt, racemisches Serin bei der 
beschriebenen Vergirung asymmetrisch gespalten und dabei 


1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 1027, 1907. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 536, 1906. 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 2942, 1906. 

4) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 1501, 1907. 
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reines d-Serin zuriickgelassen hat. AuBer einer sehr bequemen 
Gewinnungsmethode des optischen Antipoden des _natiirlichen 
Serins ist damit auch zum ersten Male ein Beispiel gegeben, dab 
die Hefepilze Oxyaminosiuren zu vergiiren vermégen, die sie 
jedenfalls alhnlich wie die Aminosiiuren zu Alkoholen zu Glykolen 
abbauen. Bei der Vergiirung des Serins miiBte demnach ent- 
sprechend der Gleichung 


CH,OH - CHNH, - CO,H = CH,OH - CH,OH + NH, + CO, 


Athylenglykol entstehen, woriiber spiiter Niiheres berichtet wer- 
den soll. 

Als Ausgangsmaterial diente nach dem Verfahren von Leuchs 
und Geiger!) synthetisch gewonnenes Serin. Aus 100 g Chlor- 
acetal wurden 20,3 g reine Aminosdure erhalten. 

10g reines dl-Serin wurden zusammen mit 300g Zucker in 31 
Wasser gelést und die Lésung mit 200 g Hefe versetzt. Die Garung 
setzte sofort sehr heftig ein und verlief sehr stiirmisch innerhalb 
anderthalb Tagen. Die abfiltrierte zucker- und hefefreie Lésung 
wurde unter vermindertem Druck bis auf ein kleines Volumen 
eingeengt und nach Behandlung mit Tierkohle auf dem Wasser- 
bade vorsichtig zum Sirup verdampft. Nach zwdlfstiindigem 
Stehen unter starker Kiihlung mit Eis und haufigem Reiben 
triibte sich der Sirup allmahlich und schied schlieBlich einen feinen 
Krystallbrei ab. Dieser wurde scharf abgesaugt und auf Ton 
gepreBt, wobei ein schneeweiBes Pulver in einer Menge von 2,8 g 
zuriickblieb. Das Rohprodukt wurde in wenig Wasser geldst 
und unter schwachem Erwirmen mit Tierkohle gereinigt. Das 
Filtrat wurde unter vermindertem Druck auf ein kleines Volumen 
eingeengt und die konzentrierte Lésung mit absolutem Alkohol 
bis gerade zur beginnenden Abscheidung der Aminosiiure versetzt. 
Nach zwolfstiindigem Stehen unter starker Kiihlung krystallisierte 
das Serin in feine: Nadeln aus, die abgesaugt, mit absolutem 
Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuum iiber Schwefelsiure 
getrocknet wurden. 

Auf diese Weise wurden 2,5 g reines d-Serin gewonnen. 

Die trockene Substanz, im Capillarrohr schnell erhitzt, wird 
bei ca. 205° braun und schmilzt unter Aufschiiumen bei 223—224° 
(Fischer und Jacobs 223° [korr. 228°)). 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 2644, 1906. 
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Die aktive Substanz schmeckt bedeutend siiBer als die in- 
aktive, wie auch Fischer und Jacobs beobachtet haben. 
0,1762 g Substanz: 0,2210 g CO,, 0,1045 g H,O; 
0,1638 g Substanz: 18,1 cem N (16°, 769 mm). 
C,H,NO,. Ber. C 34,28, H 6,73, N 13,33. 
Gef. ,, 34,24, ,, 6,58, ,, 13,50. 


Spez. Drehung in wisseriger Lésung: 

1,3999 g Substanz gelést in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lésung 14,0315. Spez. Gewicht 1,0414. Prozentgehalt 
9,97. Drehung im 200 mm-Rohr bei 20° im Natrium- 
licht: 1,38° nach rechts. 

[a}j” = + 6,67° (E. Fischer und Jacobs +6,87°). 


Spez. Drehung in salzsaurer Lésung: 

0,5009 Substanz wurden gelést in 5 ccm n-Salzséure. Gesamt- 
gewicht der Lésung 5,6152 g. Spez. Gewicht 1,0465. 
Prozentgehalt 8,92. Drehung im 1 dem-Rohr bei 20° im 
Natriumlicht: 1,32° nach links. 

[a}p” = —14,14° (E. Fischer und Jacobs [a]f”=—14,32°). 








| 











Experimentelle Untersuchungen tiber den Einflu8 von 
Arzneimitteln auf die Magensaftsekretion. 


III. Mitteilung. 
’ Beitriige zur Kenntnis der sekretionsférdernden Wirkung des Jods. 


Von 
Johann Feigl. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 4. Dezember 1907.) 


Einleitung. 


Der von J. P. Pawlow inaugurierten Methodik zum Studium 
der Vorginge bei der Sekretion der Verdauungsfermente verdan- 
ken wir bereits eine Menge interessanter Untersuchungen. Erst 
diese Methodik setzte uns in den Stand, genau und gewissermaBen 
quantitativ zu verfolgen, wie die Tatigkeit der Verdauungsdriisen 
sich abspielt, wie sie abhangig ist von mechanischen, chemischen 
und psychischen Reizen. Die Verfeinerung der experimentellen 
Technik hat denn auch dahin gefiihrt, neben den rein theoretischen 
Fragen auch die Beurteilung klinischer Verhaltnisse in Angriff 
zu nehmen. Auf dem Gebiete der praktischen Therapie war man 
bis dahin auf klinische Experimente angewiesen, war also von den 
Fehlern dieser stets abhiingig gewesen. Und doch haben uns die 
spiteren Untersuchungen, auf exakten Arbeitsmethoden mit phy- 
siologischer Grundlage beruhend, gezeigt, wie sehr wir den grund- 
legenden Arbeiten Pawlows im Hinblick auf therapeutische 
Fragen Fortschritte verdanken. 

Die externe wie interne Anwendung beliebiger Jodverbin- 
dungen hat in letzter Linie mit den gleichen Voraussetzungen zu 
rechnen. Die erwiinschte Antisepsis bei auBerer Anwendung ver- 
langt labile organische Verbindungen, aus denen durch die alka- 

Biothemische Zeitschrift Band VIII. 31 
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lischen Sekrete Jod abgespalten werden kann, welches dann 
bakterientétend und faiulniswidrig zu wirken vermag. Substanzen, 
die diesen Anspriichen nicht gerecht werden, sind zu dem ge- 
dachten Zwecke entweder durchaus unbrauchbar oder tragen 
eben nur vermdége ihrer Konstitution die antiseptische Eigenschaft. 
Hierhin gehéren alle im Kern jodierten aromatischen K6rper, 
die das Jod so gebunden enthalten, daB von einer Abspaltung 
durch die geringen alkalischen Mittel des Tierkérpers nicht die 
Rede sein kann. 

Wihrend also im Kern jodierten Benzolderivaten, Jodpheno- 
len (Trijodkresol, Jodsalole, Dijodsalicylsiiureester, Dijodphenol- 
sulfosiure), Jodzimtsiiure, Dijoddiphenylamin, Dijodkarbazol die 
Fahigkeit, tiberhaupt vermége ihres Jodgehaltes bactericid zu 
wirken, abzusprechen ist, haben aliphatische Jodverbindungen so- 
wie aromatische mit Jod in der Seitenkette hier Erfolge gehabt. Eine 
ganze Reihe von diesen ist denn intern gegeben worden und hat der 
Forderung — freies Jod in alkalischer Lésung abzugeben — mehr 
oder minder entsprochen. Hierhin gehdren neben den Jodfetten 
aromatische Kérper wie Aristol, Europhen u. a., in denen die 
Bindung des Jods an Stelle des Wasserstoff im Hydroxyl seine 
Labilitét gewihrleistet. Genannt seien hier ferner das mit Jod- 
atomen iiberladene Jodol, das auch intern gegeben wurde, sowie 
Jodpriaiparate aus Alkaloiden (z. B. Lygosin). 

Wir miissen die Wirkung labil gebundenen Jods in organischen 
Komplexen als die Wirkung des Jodions ansehen. 

Diese Bindung bringt es eben mit sich, daB alkalische Korper- 
fliissigkeiten befaihigt sind, das Jod wieder abzuspalten. Es 
wird also in letzter Linie wieder jodwasserstoffsaures Salz vor- 
handen sein, und daran miissen wir also ankniipfen, wenn wir 
iiber das Verhalten jodhaltiger Heilmittel im Verdauungstraktus 
etwas aussagen wollen. Freilich ist wohl zu beachten, daB diese 
Abspaltung — je nach der Bindung — schnell oder langsam vor 
sich gehen kann, da wir also in der Hand haben, durch geeignete 
Auswahl des Arzneistoffes entweder sofort oder ganz allmahlich 
das Jod in Freiheit zu setzen. 

Diese Verhiltnisse finden zum Teil ihren Ausdruck in der 
, Jodausscheidungskurve", die fiir die Beurteilung von Jodmedika- 
menten interessant, ja maBgebend ist. Die Niere ist als das 
Hauptausscheidungsorgan anzusehen (Heffter (1)]. Beziiglich 
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Elimination nach epidermatischer Applikation verdanken wir 
Angaben Roszaheghi (2), ferner auch Capellmann (3). Die 
Ausscheidung erfolgt schneller bei Jodalkali als bei freiem Jod, 
[Quetsch (4), Roux (5), Studeni (6)], sie hingt ab von der 
Menge des eingefiihrten Materials [GeiBler (7), Hecker (8), 
Purpus (9)]. Die Elimination bei subkutaner Anwendung be- 
stimmte Despretz (10). Anten (11) wies nach die Abhingigkeit 
der Jodausscheidung von der Anwesenheit verschiedener Salze: 
Nitrate wirken férdernd, Natriumbicarbonat verzégernd. 

Auch die Bildung sogenannter ,,Joddepots“ findet ihre Deu- 
tung in der Form, wie freies Jod aus organischen Komplexen 
regeneriert wird, falls die Muttersubstanz geeignete Beschaffenheit 
besitzt. 

Allgemein werden wir diejenigen Partien als wesentlich fiir 
die Jodresorption aus organischen Kérpern anzusehen haben, in 
denen Alkali zu Gebote steht. Das wire somit in erster Reihe der 
Darm, und unter gewissen Voraussetzungen auch der Magen mit 
seiner alkalischen Schleimschicht. 

Die Jodabspaltung wird am deutlichsten, wenn wir an die 
Jodfette denken. Hier ist dies Verhalten im Organismus an- 
scheinend das Reziprok zur Darstellung, was sich aus dem un- 
gesattigten Charakter des Fettes ergibt. Folgende Formel zeigt 
den Vorgang: 

X-CH J _ X-—CH, 

v-co +» ~ x-GH 
Ferner kénnen wir uns das Beispiel des Jothions vor Augen fiihren, 
wo es sich einfach um eine Verseifung [Dreser (12)], zu handeln 
scheint, da das Jod in den alkoholischen Gruppen des Glycerins 
nicht sehr fest gebunden ist. 


CH,.J CH,OH 

i | 

CHOH + 2KOH ——> CHOH + 2 KJ 
| 

CH, J CH,OH 


Ob in der Verwendung der organischen Jodverbindungen iiber- 
haupt ein Fortschritt liege, das ist eine Frage, die S. Fraenkel 
(14) diskutiert. Er ist der Ansicht, die Einfiihrung der Jodfette, der 
Jodphenole, der jodierten EiweiBkérper usw. sei nur aus tech- 
nischen Griinden berechtigt, insofern nimlich, als es sich darum 
handelte, den unangenehmen Geschmack, die geringe Haltbarkeit 
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und endlich die energische, oft zu weitgehende Wirkung der ein- 
fachen Salze zu vermeiden. Uberlegen wir uns, wie es mit diesen 
Griinden steht, so werden wir zugeben, daB die Haltbarkeit 
der Jodalkalien nicht wesentlich geringer sein kann als die der 
komplizierten Derivate. Uber das Verhaltnis von durchgehendem 
zu resorbiertem Jod klart uns die oben erwahnte Jodausschei- 
dungskurve fiir das einzelne Praparat auf. Ihre Gestalt zeigt 
zum Beispiel, da8 NaJ in kurzer Frist zum gréBten Teile 
unverandert passiert (15), wahrend das entgegengesetzte Extrem, 
z. B. das Jodipin (16), lange in Form sogenannter Depots in 
der Darmwand lagernd gedacht wird und allmahlich unter Zerfall 
Jod an die Gewebe zum Weitertransport abgibt. Zwischen diesen 
Extremen finden nun mehr oder minder alle iibrigen Praparate 
ihre natiirliche Anordnung, somit mag ihre Bewertung nach der 
Gestalt der Jodausscheidungskurve erfolgen. Vom Jothion, wie 
ich kurz hervorheben méchte, weiB man, daB es bei selbst externer 
Anwendung in kiirzester Frist im Harne auftritt. 

Fiir die Frage nach dem Verhalten dieser Korper zu der 
sekretorischen Funktion der Magendriisen ist nun der chemische 
Charakter im voraus leitend. 

Alle Formen des Jodions werden prinzipiell gleichartig wirken 
miissen. Wie wir sehen, haben die subjektiven Einfliisse der 
Kationen gegeniiber dem des Jodions nicht viel zu bedeuten. 
Es ist die oft beobachtete Erscheinung, auf die auch ich gelegent- 
lich hingewiesen habe. Das binare Jod ist ein antreibendes Agens 
ersten Ranges, es verlangert den Sekretionsablauf sehr betrachtlich 
und vermehrt die Menge des secernierten Saftes bedeutend. Dem- 
gegeniiber sind die immerhin geringen Differenzen der Metall- 
ionen (K’, Na, Li, Fe’) nicht maBgebend. Jodwasserstoffsiure 
selbst schlieBt sich eng an dies Verhalten der Salze an. Das freie 
Jod wirkt nicht prinzipiell anders, was wohlbegriindet erscheinen 
kann. Es wird langsamer wirken, weil es zunachst zum Hypo- 
jodit gelést wird und dieses dann der Reduktion zum Jodid 
unterliegt. 

Wesentlich verschieden davon ist die Frage nach dem Ver- 
halten der jodsauren Salze auf die Driisentatigkeit. Wir haben 
in ihnen nach den neuesten Untersuchungen saure Salze an- 
zunehmen. Es erhebt sich die Frage, ob das Komplexanion 
JO,” (bzw. J,0,”) der Trager der Wirkung ist oder das freie 
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Jodion (J’). Wir verdanken Melsens (20) den auffalligen Be- 
fund, daB Jodate im Organismus der sehr energischen Reduktion 
zu Jodiden unterliegen. Rabuteau (21) und Binz (22) haben 
diese Frage weiter verfolgt und kamen zu dem Ergebnis, da8 fiir 
den Grad der Reduktion die Quantitat des Materials bestimmend 
ist. Bei groBen Mengen finden sich im Harn Jodid und Jodat 
nebeneinander, bei kleinen erscheint nur Jodid. Sie fanden ferner, 
dab NaJO, leichter reduziert wird als KJO,, fiir das sie als Grenze 
1 g feststellten. Damit ist fiir unsere Versuche die Deutung der 
anregenden Wirkung als spezifischer Jodionwirkung zulassig. Nach 
Binz (23), v. Mering (24) und Kimmyser (25) sind die analogen 
Chlorate nicht reduzierbar. 

In die Betrachtung der Jodide kann man zwanglos alle die- 
jenigen Korper aufnehmen, die zu ihrer Bildung disponieren. 
Das sind die Jodfette [Jodipin (26), Sajodin (27), Jodlecithin (28)] 
und das ihnen im gewissen Sinne nahestehende Jothion, Dijod- 
oxypropan (29) (Dijodglycerin). Die genannten Kérper bieten 
somit, mehr oder minder schnell der Zersetzung anheimfallend, 
nichts prinzipiell Neuartiges. Fiir die Form und Starke ihrer 
Wirkung ist entscheidend, wie und wo sie sich unter Regeneration 
des Jods zersetzen. Geht eine solche Abspaltung, wie man wohl 
nicht zweifeln wird, zum Teil bereits im Magen (an der Schleim- 
schicht?) vor sich, so sind unsere Tabellen und Kurven Abbilder 
einer direkten Einwirkung auf die Fundusdriisen. Inwieweit die 
weitere Zersetzung im Darm die Tatigkeit der Magendriisen reflek- 
torisch beeinfluBt, das laBt sich allerdings nicht iibersehen. 

Ich habe ferner Jothion untersucht, von dem es feststeht 
[Dreser (30)], da8 es im Organismus durch langsame Verseifung 
zur Bildung von Jodalkali AnlaB gibt. Es ist leicht verseifbar 
bereits bei Gegenwart von Hydroxylion in Konzentration der 
Blutalkalenz [Wesenberg (31)], eine Tatsache, die nach Dreser 
wichtig ist fiir seine Resorption und Entgiftung nach epidermaler 
Applikation. Nach Lipschitz (32) findet keine Stérung des 
Magendarmkanals statt. 

Interessant fiir die Theorie der Wirkung des Jodions nach 
Eingabe jodabspaltender organischer Komplexe sind Versuche 
mit Jodmethyl. Die feste Bindung des Jods an Alkyl ergibt 
sich aus der Resistenz gegen Alkali; jedoch zeigt die analytisch 
(33) verwertete Fallbarkeit des Halogens mit Silbernitrat eine 
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weit gréBere Labilitat an, als wir vom Chloriithyl, Bromathyl, 
Athylenbromid, Chloroform her wissen. Der Ausfall der Experi- 
mente la8t den SchluB zu, daB es im Verdauungstraktus un- 
gespalten bleibt — eine auf Grund des chemischen Verhaltens 
einleuchtende Tatsache. 

Die letzte Gruppe von intern verwandten Jodderivaten, die 
mir fiir meine Versuche gedient hat, sind die jodsubstierten EiweiB- 
kérper. Ich bediente mich der kiirzlich in Umlauf gesetzten Jod- 
glidine. 

Die Darstellung und Einfiihrung der kiinstlich jodierten 
Proteine kniipft an das natiirliche Vorkommen jodhaltiger Eiweib- 
kérper an. Aus dem Meerwasser vermégen gewisse Algen und 
Schwiimme Jod aufzuspeichern und ihrer eiweiBartigen Geriistsub- 
stanz einzuverleiben. Diese Tatsache ist besonders vom chemischen 
Standpunkt interessant wegen des organisch gebundenen Jods. 

Die biologischen und chemischen Probleme sind von Drech- 
sel (34), Hundeshagen (35), Henze (36), Neuberg (44), L. B. 
Mendel (37), Harnack, Rosenfeld bearbeitet worden und 
haben dahin gefiihrt, daB wir heute einen Teil des Jods als in Amino- 
siuren steckend, anzusehen haben. Drechsel, der das Gorgonin be- 
arbeitete, suchte das Jod in der Aminobuttersiure. Neuere Unter- 
suchungen, auch im Hinblick auf andere dhnliche Derivate, 
lehren, daB es in aromatischen Kernen wenigstens zum Teil fest- 
gelegt ist. Im ganzen ist diese interessante Frage ebensowenig 
geklart, wie das tierphysiologische Vorkommen des Jods in der 
Schilddriise. Der Entdeckung des Jodothyins durch Bau- 
mann (38) und chemischen wie physiologischen Bearbeitung 
durch Baumann (39), Baumann und Roos (40), Cyon (41) 
und Oswald (42) folgte eine Flut von Schriften und Experi- 
menten, ohne da8B jedoch bleibende Fortschritte erzielt waren. 
Heute stellt sich die physiologische Bedeutung des Jods in 
der Thyreoidea wesentlich anders dar, und damit ist auch tiber 
den pharmakologischen Wert des daraus isolierten Jodglobulins 
eine andere Ansicht aufgekommen (43). Dieses Vorkommen ,,or- 
ganischen Jods‘‘ hat denn zu zahlreichen Versuchen synthetischer 
Richtung AnstoB gegeben. Hofmeister und Kurajeff er- 
mittelten die experimentellen Bedingungen fiir die Jodierung. 
Blum und Vaubel setzten diese Versuche fort und glaubten in 
der ,,Jodzah! der EiweiSstoffe‘‘ eine ahnlich verwertbare ana- 
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lytische Konstante geschaffen zu haben, wie die Jodzah! der Fette 
sie ist. Sie fiihrten den Nachweis, da fiir die Jodierung be- 
stimmend ist der Gehalt eines Eiwei8kérpers an aromatischen 
Kernen (spez. Tyrosinanteil). Quantitativ scheint ihr Befund 
nicht haltbar, wie sich aus ihren Jodzahlen fiir Serumalbumin 
und Eieralbumin im Vergleich zu hydrolytisch von Abderhalden 
bestimmten Tyrosinzahlen ergibt. Qualitativ wird ihre Angabe 
erhartet durch die Darstellung von p-Jodbrenzkatechin durch 
Sehmidt, durch die Darstellung des 3—5 Dijodtyrosins durch 
Wheeler und Jamieson, durch das die Jodgorgosiure Drech- 
sels erklirt erscheint. Von gro8er Bedeutung ist ferner, daB 
Neuberg Tryptophan jodieren konnte (44). Der Einfithrung der 
jodierten EiweiBstoffe in die Therapie liegt die Idee zugrunde, dem 
Organismus das Jod in méglichst biologischer Form, also nicht 
kérperfremd, zu geben. So entstanden das Jodalbacid von Blum 
(45) und das Jodeigon von Helfenberg. Ahnliche Versuche 
stellten Hopkins und Brook an (46). Es sei erwaihnt, dafi die 
Darstellung eine ungemein schwierige blieb und als Aufgabe all- 
gemein angesehen wurde, das Jod fest in das Protein einzulagern. 
Hierin weicht die Jodglidine ab. Es ist offenbar nur ein geringer 
Teil des Jods fest gebunden, der Rest muB als beigemengt, oder 
besser, als in starrer Lésung vorhanden gedacht werden. Die drei 
JodeiweiBe sind auch darum als verschieden anzusehen, weil sie aus 
ganz abweichendem Material hergestellt wurden. Es ist die Richtig- 
keit unserer Anschauung, das Jod soll dem natiirlichen JodeiweiB 
entsprechend in aromatischen Aminosauren fest gelegt sein, voraus- 
gesetzt nicht gleichgiiltig, was fiir ein Protein ich der Jodierung 
unterwerfe. Ein pflanzlicher Reserveeiweibstoff mit hohem Gehalt 
an Glutaminsaure wird ohne Zweifel nicht ebenso reagieren wie 
die Albumine. Es fragt sich nun, was als das richtige anzusehen ist. 
Die Therapie will Jod, welches als NaJ zur Abspaltung bzw. 
Resorption gelangen kann, nicht ein solehes, das im Benzolkern 
festgelegt, der Regeneration verloren ist. Die experimentelle Be- 
arbeitung des Jodeigons verdanken wir Neuberg und Mosse (47), 
welche zeigen konnten, daB Jodhippursiure unter den Abbau- 
produkt desselben erscheint. Zum mindesten geht also alles Jod 
im Tyrosin- und Phenylalaninanteil des EiweiBkorpers ungeniitzt 
und ohne jede spezifische Wirkung durch, was wir ja aus der Be- 
trachtung von jodierten Benzolderivaten her wissen. Uber das 
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Verhalten des tibrigen Jods sagt uns die peptische Verdauung 
natiirlich nichts. Dazu brauchten wir den Stoffwechselversuch 
und ev. Prifung auf den Sekretionsvorgang im Magen. 

Bei der Jodglidine, wo wir viel Jod in starrer Lésung haben, 
zeigen die Experimente ein Ergebnis, das nur wenig von dem mit 
freiem Jod erzielten abweicht. RiickschlieBend sagen wir, das 
Jod ist nicht fest gebunden, also leicht abspaltbar. Uber die Jod- 
ausscheidungskurve nach Jodglidine und seine Ausnutzung be- 
richtet H. Boruttau (48). Es scheint danach in der Reihe der 
Jodmedikamente eine Mittelstellung einzunehmen. 

Fiir das Studium des Verhaltens zu den Sekretionsvorgangen 
im Magen sind die chemischen Eigenschaften, die wir uns ent- 
wickelt haben, von groBer Bedeutung. . 

Bei Verwendung der geringen Versuchsmenge (0,5 g) ist nicht 
zu zweifeln, daB die peptische Verdauung ungesiumt ein- 
setzt. Damit wird das ,,geléste“ Jod frei und wirkt seinerseits 
auf die Driisentitigkeit. Ob und wie die unverbrannten Anteile 
jodierter (aromatischer) Aminosiiuren reagieren, ob sie tiber- 
haupt die Sekretionsvorgiinge beeinflussen, dariiber wissen wir 
nichts. Es ist das auch nicht nétig, da wir den Versuchen ent- 
nehmen kénnen, dais Jodglidine die Sekretion energisch anregt 
und férdert. Die Versuche selbst wurden, wie im einzelnen spiter 
beschrieben wird, gemeinsam mit Kontrollversuchen angestellt. 
In diesen suchte ich zu ermitteln, wie der native, nicht jodierte 
EiweiB8kérper den Sekretionsvorgang beeinfluBt. Es schien denk- 
bar, daB er die Driisentatigkeit fordern méchte. Davon war 
jedoch nichts in die Erscheinung getreten. Zur befriedigenden 
Erklarung der Frage nach dem Einflusse jodierter Glidine war die 
einzige Voraussetzung die Kenntnis der Wirkung vom freien Jod 
und Jodalkali. Kurz erwiihnt seien noch die ahnlichen aber 
labilen Praparate aus Kasein mit Jodwasserstoff [Erb (49), Ley 
(50)|. Auch die von Willgerodt und V. Meyer entdeckten 
Jodo- und Jodosoverbindungen sind untersucht worden [V. Meyer 
und Gottlieb (51)). Heinz (51) fiihrte fiir Jodosobenzoesiure 
den Nachweis, daB sie mit Alkalien Jod abspaltet. Jodstirke- 
praparate, Jodtanninleim (Jodokoll) wurden gleichfalls unter- 
sucht und entsprachen der Forderung, im Organismus freies Jod 
zu bilden; sie schlieBen sich in unserer Frage aufs engste den 
JodeiweiBpraparaten an. 

















Einflu8 von Arzneimitteln auf die Magensaftsekretion. III. 475 


Damit sehen wir die Priifung gesamter Praiparate zwanglos 
mehr oder minder auf die Kenntnis von dem Verhalten des Jodions 
zurickgefiihrt. Die pharmakologische Anschauung, ein Jod- 
medikament kann nur dann Jodwirkungen zeigen, wenn es zu 
freier Abspaltung befahigt ist, wird durch das Studium der Driisen- 
tatigkeit im Magen im Sinne der Methodik von J. P. Pawlow 
illustriert und veranschaulicht. 


Experimenteller Teil. 

Die mitgeteilten Experimente wurden, wenn angingig, so 
eingerichtet, daB in jeder Fiitterungsportion 0,05 g abspaltbares, 
bzw. bereits ionisiertes Jod vorhanden waren. Abgesehen von 
der Erwigung, in dieser Weise die wertvollen Tiere durch die 
lange Zeit der Versuche keinen wesentlichen Vergiftungserschei- 
nungen zu unterwerfen, geschah dies, um zu Vergleichswerten zu 
gelangen. Inwieweit dies gelungen ist, méchte ich nicht ent- 
scheiden. Es ist zwar von der Hand zu weisen, da freies Jod, 
sowie auch Jodidion momentan stark und eindeutig wirken 
wiirden; im ganzen entspricht der Ausfall der Experimente dieser 
Ansicht. Da wir nun bei allen Jodderivaten Jodabspaltung er- 
warten, und das chemische Verhalten der Kérper verschieden 
schnelle Loslésung bedingt, so sind auch die etwas verschoben 
erscheinenden Zahlenwerte erklirlich. Gleichwohl wurden durch 
die besprochene Anordnung im gewissen Sinne Leitlinien fir 
einen Vergleich verschiedener Praparate untereinander angedeutet. 

Nur in wenigen Fallen wich ich von der Absicht, mit gleichen 
Mengen an abspaltbarem Jod zu arbeiten, ab. Beim Kaliumjodat 
(KJO,) umfassen die Versuchsportionen 0,05 g Jod im kom- 
plexen Anion. 

Labiles Jod ist ferner im Jodmethyl nicht anzunehmen. 
Das Versuchsquantum bei dieser Substanz ist aus ihrem toxiko- 
logischen Verhalten her abgeleitet. 

Endlich habe ich den Jodgehalt der Einzelgaben gesteigert 
bei Jodalkali. Da ich mich aus den oben gegebenen theoretischen 
Erwigungen entschlossen hatte, Natriumjodid (NaJ) als experi- 
mentelle Grundlage zu wihlen, so habe ich an diesem einfachen 
Beispiele versucht, ob eine Variation des Jodgehalts im Ver- 
suchsquantum eine Anderung in dem Ablaufe des Sekretions- 
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vorganges b mit sich bringt. Hier méchte ich eines derartigen Falles 
gedenken. Die Untersuchungen von Chigine (53) am Natrium- 
chlorid wurden von H. Rozenblat (54) diskutiert. Sie wies 
darauf hin, wie sehr die Konzentration der Lésungen von Koch- 
salz bestimmend ist fiir seine Wirkung auf Driisentitigkeit des 
Magens. 

Ich habe von Natriumjodid das doppelte Quantum Jod in 
iiblicher Weise per os gegeben und bin zu eindeutigen Resultaten 
in dem Sinne gekommen, da die Wirkung, nach Zeit und Inten- 
sitit des Sekretionsablaufes gedeutet, verstiirkt und auch ein 
wenig verschoben ist, wie aus den Tabellen hervorgeht. 

Meine Untersuchungen umfaBen folgendes Material: 


A. Anorganische Verbindungen. 


I. Jodwasserstoff und seine Salze (Jodion J’). 
A. Natriumjodid (NaJ) (Natrium jodatum des Arznei- 
buches). 
Versuchsreihen: a) ,,Schwache“ Lésung. 
b) ,,Starke“‘ Lésung. 
B. Kaliumjodid (KJ) Kal. jodatum des Arzneibuches). 
C. Lithiumjodid (LiJ). 
D. Ferrojodid (FeJ, (Eisenjodid). 
kK. Jodwasserstoffsiure. 
Il. Jod als Element. 
III. Kaliumjodat KJO, (Kal. jodicum). 


B. Organische Verbindungen. 


I. Jodfette. 
1. Sajodin. 
2. Jodipin. 
3. Jodlecithin. 


II. Jothion (Dijodglycerin). 
III. Jodalkylderivat. 
Jodmethyl CH,J. 
IV. Jodprotein. 
Jodglidine. 
(Kontrollversuche an Glidine.) 
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Teehnik der Experimente. 


Uber die Theorie und Praxis der von Pawlow inaugurierten 
Methodik des ,,kleinen‘* Magens brauche ich wohl keine Beschrei- 
bung mehr zu geben. Die Anordnungen der Experimente im ein- 
zelnen vermag allerdings in mehr als einer Hinsicht die Richtigkeit 
der Ergebnisse zu beeinflussen. Der Experimentator mu sich bei 
Versuchen allgemeiner, physiologischer Art dariiber sicher sein, daB 
die Magenhunde normal arbeiten und nicht durch toxische Dosen 
iiberanstrengt werden. So ist es mir trotz langer Dauer regel- 
maBiger Experimente gelungen, bei den beiden Tieren bis zuletzt 
die stérenden Einfliisse des Jodismus hintanzuhalten. Freilich sei 
die ausgezeichnete Pflege (Futter usw.) und Sorgfalt der Haltung, 
die an den Hunden geiibt wurde, erwaihnt. Die Arbeiten selbst 
werden, wie bereits mehrere Autoren ausgefiihrt haben, in folgen- 
der Form angeordnet. 

UnerlaBlich ist, daB die Versuchstiere bei Beginn der Ex- 
perimente durchaus niichtern sind. Sie bleiben passend ein bis 
zwei Stunden unter viertelstiindlicher Kontrolle der Magen- 
flasche stehen, ehe sie dem ,,Kontrollversuch* unterworfen wer- 
den. Es ist durchaus notwendig, jeden eigentlichen Versuch 
auf, einen Kontrollversuch zu beziehen, der am gleichen Tage 
vorher unternommen wurde. In der Menge und Intensitit der 
Sekretion auf einfache chemische Reize hin sind selbst bei 
durchaus gleichma®Biger Ernihrung tagliche Schwankungen zu 
beobachten. 

Somit wurde der Kontrollversuch durch 200 cem Wasser ein- 
geleitet, das in iiblicher Weise dem niichternen Tiere mit der 
Schlundsonde eingegossen wurde. Es tritt eine kurze Erregung 
der Magendriisen ein, die fast durchweg nach zwei Stunden 
wieder vollig zum Stillstand kommt. So wird die Grundlage ge- 
wonnen, auf die der eigentliche Versuch zu beziehen ist. Man 
hat sich zu vergewissern, ob das Tier wieder véllig niichtern ist. 
Ist dies der Fall (ev. halbstiindige Pause, ohne in das Experiment 
einzutreten), so kann der zu untersuchende Stoff gegeben werden. 
Er verursacht einen Sekretionsvorgang, der sich aus dem des 
Lésungswassers her abstrahieren laBt. 

Die Beurteilung des Versuchsergebnisses erfolgt nun nach 


zwei Richtungen. Einmal wird die Intensitaét des Ablaufes an 
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der Zeitdauer und der absoluten Saftmenge — beides im Hin- 
blick auf den Kontrollversuch — mit der als normal geltenden 
verglichen. 


Ferner erfolgt, gleichfalls in Beziehung zum Kontrollversuch, 
eine analytische Prifung des Saftes bzw. der einzelnen Saft- 
portionen. Die Abnahme derselben erfolgt je nach den vorliegen- 
den Verhiltnissen. Im allgemeinen reicht man mit halbstiindlicher 
Beobachtung aus. Die Analyse findet statt auf Fermentgehalt, 
auf Gesamtaciditit und freie Salzsiure nach den iiblichen Me- 
thoden. 

Fiir die Saurewerte sind festliegende Methoden — titrime- 
trischer Natur — gegeben. Fir die Pepsinbestimmung bediene 
ich mich der Methode E. Fuld. Ihre Praxis habe ich seiner- 
zeit mit angedeutet und auch den Modus der Berechnung aus- 
gefiihrt. Auf beides weise ich — wegen mdglicher MiBverstand- 
nisse durch die Reziprozitit der Fermentzahlen — hin. 

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in iiblicher Weise in 
Tabellen und Kurven, deren Anordnung keinen Zweifel laBt. 
Auf die namentlich in der vorliegenden Frage minder wesent- 
lichen Schwankungen der Aciditiatswerte verzichtend, bringe ich 
in den Kurven nur die absoluten Mengen des sezernierten 
Saftes. 

Kontrollversuch und Hauptversuch sind in demselben Bilde 
angeordnet, wodurch die eminenten Effekte, betrachtet als der 
von der Kurve eingenommene Raum, recht gut veranschaulicht 
werden. 

Die Y-Achse bringt die Saftquantitaten, aus 4uBeren Griinden 
in Abstufungen von 0,2 cem; auf der X-Achse finden sich die 
Zeiten in halben Stunden. 

Uber die Vorbereitung der Substanzen ist nicht viel zu sagen. 
Zur Auflésung nimmt man zimmerwarmes Wasser, vielleicht 
besser solches von 20—25°. Die Anwendung destillierten Wassers 
ist nicht zu empfehlen. Wo es sich um Aufschwemmungen handelt, 
wird meist durch einige kleine Kunstgriffe der gewiinschte Erfolg 
erzielt. Fiir die Einfiihrung unldéslicher, schwerer Pulver habe 
ich selbst einige Winke gegeben. Jedoch wird man stets vorsichtig 
und gewandt verfahren miissen, wenn es gilt, lockere, spezifisch 
leichte, unlésliche Massen einzufiihren (vgl. Sajodin), um nicht 
die Fehlergrengen zu sehr zu erweitern. 
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Besondere Schwierigkeit entsteht nur bei dligen, zihen Massen, 
wie z. B. Jodlecithin, das seiner Einfiihrung durch die Sonde in 
Verbindung mit Wasser groBen Widerstand entgegensetzt. Da 
es nicht méglich ist, es dem Tiere direkt, ev. mit nachzugieBendem 
Wasser beizubringen, so habe ich mich zu einem unten skizzierten 
Verfahren entschlieBen miissen, ohne jedoch davon vollig be- 
friedigt zu sein. 


A. Untersuchungen iiber anorganische Verbindungen des Jods. 
Uber Jodwasserstoff und seine Salze. 


Als allgemeine Grundlage wurde, im Einklang mit den friiher 
angefiihrten Anschauungen, Natriumjodid gewahit. Aus den 
immerhin deutlichen Differenzen zwischen der spezifischen Wir- 
kung des Kalium- und Natriumions erklart sich das Interesse, das 
ich nebenher dem Kaliumjodid zuwandte. Es bestehen ja unter 
den Wirkungen der Salze trotz weitgehender Ahnlichkeit feine 
Unterschiede. Als bekanntes Beispiel sei hier erwihnt, daB Chlor- 
natrium die Staimme der motorischen Nerven sehr stark reizt, 
wihrend Chlorkalium sehr wenig auf sie einwirkt; im anderen 
Falle dagegen greift letzteres lebhaft die Schleimhiute an und 
verursacht bei subcutaner Injektion einen weit lebhafteren 
Schmerz. Da dieser Fall beweist, wie fein die Nervenendigungen 
schon gegen verschiedene, einander gleichwohl nahezu gleich- 
wertige Materialien reagieren, so werden die Endigungen der 
Magenschleimhaut und die Driisenzellen ebenfalls nicht unempfind- 
lich sein und spezifische Reizbarkeit besitzen. Die allgemein als 
giftig beurteilten Kaliumsalze miiBten also mit den Natriumsalzen 
verglichen werden. Ebenso war es von Interesse, Lithiumjodid 
zu studieren. Dem Lithiumion ist ja nach Majeda (55) ein be- 
schleunigender EinfluB eigen. 

Uberdies ist ja die Therapie an der Kenntnis der Lithium- 
salze aus mehreren Ursachen interessiert. Ahnliche Griinde 
leiteten mich, nachdem ich das Ferroion am Ferrosulfat studiert 
hatte, auch das Ferrojodid, FeJ,, zu untersuchen. Das Ergebnis 
war ein theoretisch vorauszusehendes. 

Die Versuche mit stirkerem Jodgehalt wurden an dem 
toxikologisch immerhin noch giinstigsten Natriumjodid vorge- 
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Uber den Jodwasserstoff selbst ist nichts prinzipiell Neues 
Er paBt sich den Salzen an. Ob er als Jodion gemein- 
sam mit dem Wasserstoffion wirkt oder durch schleunige Neu- 
tralisation mit den Alkalien des Magenschleimes genau wie 
Natriumjodid auftritt, ging aus den Zahlen nicht hervor. 


zu sagen. 


A. Versuche iiber Natriumjodid (Natr. jodatum der Arznei- 


biicher), Na./. 

Zu den Experimenten diente eine Lésung, die im Liter 
0,62 g des reinen, wasserfreien Salzes enthielt. Durch Verdiinnen 
mit dem gleichen Volumen Wasser erhielt ich die schwache Lésung 
mit dem als Grundlage gewahlten Jodgehalt von 0,025% J 
(als Jod). 


a) Schwache Lésung. 
Zu jedem Versuche wurden genommen: 


200 ccm der Lésung, entsprechend 
0,062 g des Salzes oder 
0,05 g Jod (als Ion). 


In dieser Reihe wurden nach und nach gegen 18 Versuche 
angestellt. 
geteilt. 


Einige davon seien mit den analytischen Daten mit- 


Versuche vom 28. Juli (1. 2). 


Um 9 h werden die niichternen Tiere aufgestellt. Sie erhalten 
200 ccm Leitungswasser, worauf folgende Sekretion einsetzt: 

















Hund M. Hund N. 
| — poe 

.. || Saft roe ci,, | wesamt-| Freie | Saft = Gesamt- | Freie 
Zeit | oma: | pict? | Aciditat | HCl ite Pepsin Aciaita | HCI 
| o7 |) | 2,0 
10 0,3 1,0 

’ 0,004 | > 75 32 ™ | 20,004 60 25 

10” | 0,2 06 | | 
11 _ | 03 | | 








1,2 com Gesamtmenge 


3,9 ccm Gesamtmenge 
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Nachdem diese Wassersekretion abgeklungen war, wurden um 
12h je 200 cem der Natriumjodidlésung verabreicht. Daraufhin 
folgende Sekretion: 











Hund M. Hund N. 
Zeit | Saft ihe | Gesamt- | Freie | Saft er Gesamt- | Freie 
| com psn | aciditit| HCl | ccm | | Aciditat| HCl 
% | 06 | 18 | 00060! 50 | 20 
. Me } 0,064 \ 50 \ 32 ps | reir 1) 
- : a . 7 \ 0,064 60 | 725 
1 1,0 | 0,0064 50 30 | O8 \f J | J 
2 | 07 |) 25 | 0008 50 | 2 
. 
2” | O4 \ ho - |. 1,8 | 0,008 | \ 6, los 
3 1 O38 Nous if in 12 | 00068) f° J” 
s* | o2 {f° 0,6 | 0,006 | 
et-— | | 04 |) 70 30 
0.9 | { 0,004 | 
4,0 cem Gesamtmenge 11.4 com Gesamtmenge 


Hierzu die Kurven: 





Figur 1. Figur 2. 


Versuche vom 29. Juli (3. 4). 


9h Beginn des Versuches: die niichternen Tiere erhalten 
200 ccm Wasser und reagieren wie folgt: 
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Hund M. Hund N 

zeit | S4t | pepsin Gesamt-' Freie Saft —" | Gesamt-| Freie 

ey cm |” | Aciditét| HCl | oem | | Aciditit} HCI 

g” | o5 | 1 1,0 | 

10 03 | , 0,6 ant | ; 
10° 0.2 | 0,004 | 80 | | 35 0.4 | 0,004 | 60 | 30 
11 } 0,2 | 

113° es 

99 


0,8 ecm Gesamtmenge 


aye 


ccm Gesamtmenge 


Um 11°°h war diese Sekretion beendet. Auf die Fiitterung 
mit 200 ccm der Jodlésung trat folgende Sekretion ein: 




















Hund M. Hund N 
Zeit Saft Pepsin Geant Freie | Saft — | Gesamt- Freie 
. aid PSD | Aciditat| HCl | com psi | Aciditat | HCl 
12° | 04 |) | 16 |) \ Vs 

. ) { 
, 06 f 0,004 \ 15 | Lio og |e 004 J 50 | 80 
1° | 0,9 1,8 | 
2 0,8 0,006 eo | 45 2.5 foo | 40 | 20 
2° | 06 2.0 | 
3 0,4 1,6 
3% || 03 08 a 35 1,0 ne so ts 
4 0.2 0.6 
ae | — 0,4 Neo Yas 

as \ 0,004 j 60 J 35 





Leitungswasser. 


4,2 ccm Gesamtmenge 


13,5 ccm Gesamtmenge 


Versuche vom 30. Juli (5. 6). 


Um 9h erhalten die niichternen Tiere 200 ccm gewohnliches 


Hund M. 


Daraufhin setzt die Sekretion ein, wie folgt: 


Hund N. 





Zeit | 


= 
10 


10*° 


11 


11% 1 





ae 


Saft Pepsin Gesamt- | Freie || Saft | 
| ccm P | Aciditat | ACI | orm 
0,8 | | | 14 
0,5 | i 0,4 
03 eu iy” 40 | 0.3 
0,2 | | 0,2 


| 


Pepsin 


Gesamt- | Freie 
| Aciditat | HCl 


| 0,0064 | ¢ 60 35 


| 








1,8 com Gesamtmenge 


2,3 com Gesamtmenge 
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Nach Ablauf dieser Wassersekretion wird 200 cem der Jod- 
natriumlésung verfiittert: 

















Hund M. Hund N. 
4 Saft . |Gesamt- Freie Saft , Gesamt-| Freie 
’epsin | Peps rips 
Zeit | en | Pt | Aciditat| HC] | com |)” | Aciditat| HO! 
12° | 2,0 | 5,0 0,01 | | 
] 1,6 0,0064 > 70 40 ho ia 0.01 55 30 
1” | 1,0 | j | 10 \j °° 
2 0,8 ' 0,7 
9% | OR } 0.0064 | as | 35 0,5 | 0,0064 | 60 | 35 
a 1D > 30 fe 
3 10 | \ o004 | | 0,5 
si; @6 if” 0,7 
4 0,4 0,8 | 
> 0,0064 
4° || 0,2 0,004 75 40) 0,6 — 60 | 39 
5 | 0,2 0,4 | ‘ou 
* 0,2 |) 
0.2 j 0,004 
8,4 ecm Gesamtmenge 11.9 cem Gesamtmenge 


Zur weiteren Illustration der Sekretion unter EinfluB der 
0,031°%, Natriumjodidlésung gebe ich noch folgende Versuche: 


Versuche vom 12. August (7. 8). 


Um 9h Beginn der Versuche: Verfiitterung von 200 ccm 








Wasser an die niichternen Tiere. — Sekretion: 
Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit | Saftmenge 
ccm ecm 
0,6 9 2,5 
0,4 10 1,2 
0,2 10*° 0.6 
0,2 11 0,2 
11% 
1.4 ccm Gesamtmenge 4.5 ccm Gesamtmenge 


Um 12h erhalten die Tiere nach Ablauf der Wassersekretion 
200 ccm Jodnatriumlésung und reagieren wie folgt: 


Biochemische Zeitschrift Band VIII. 32 





< Aiea elma. 
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Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ecm 
0,8 12”°| 28  — : 
0,9 1 1,7 
0,7 1% 1,2 
0,5 2 0,6 
0,7 a 0,9 
0,5 3 1,1 
0,4 a Q,7 
0,2 4 0,4 
4% 0,2 
4,7 com Gesamtmenge 9,6 ccm Gesamtmenge 


Uberblicken wir die soeben zahlenmaBig dargestellten Experi- 
mente und vergegenwartigen wir uns kurz die Resultate der Saft- 
portionen in folgender Tabelle: 


Hund M. Hund N. 





| Sekretion | Sekretion | Sekretion Sekretion 
Versuche | auf 200 cem | nach 0,062 ° » | auf 200 cem | nach 0,062 °/, 
Wasser Jodnatriumlisung Wasser |Jodnatriumlésung 


28. VII. | 1,2 4,0 3,9 11,4 
29. VII. 0,8 4.2 2,2 13,5 
30. VII. 1,8 8,4 2,3 11,9 
12. VIII. 1,4 4,7 4,5 9,6 


Wir sehen, wie das Jodnatrium in vorliegender Konzentra- 
tion die Sekretion nach der Menge des Saftes vervierfacht er- 
scheinen laBt. War die Reaktion auf Wasser im allgemeinen nach 
2h abgeklungen, so war die durch NaJ hervorgerufene Anregung 
der sekretorischen Funktion der Magendriisen stark genug, um 
den Vorgang auf etwa 4 Stunden zu verlangern. Interessant in 
der Art, wie die Anregung zum Ausdrucke kommt, ist einmal 
das in den ersten Anteilen fast normale Einsetzen des Vorganges. 
Erst spater tritt gelegentlich der Héhepunkt der Wirkung auf. 
Wo dieser doch bereits in den Anfang fallt, vermiBt man spater- 


hin gleichwohl eine nachtrigliche Steigerung nicht. Was nun 
die analytischen Daten in bezug auf Fermentgehalt und Saure- 
werte angeht, so ist aus diesen nicht viel ersichtlich. Die groBen 
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Saftportionen kénnen gelegentlich verdiinnter ausfallen. Jedoch 
sind die Differenzen in den Konzentrationsverhiltnissen nicht 
hervortretend. 

Ferner miissen wir noch feststellen, daB der Saft klar, diinn- 
fliissig und schleimfrei war. Auch nach dem Ablaufen der Sekre- 
tion war Schleimabsonderung nicht zu beobachten. 


b) Starke Lésung. 
Von 0,062% Natriumjodid 
0,05 % Jod (Ion). 


Hieriiber liegen 8 Experimente vor, von denen ich zwei mit 
den analytischen Befunden mitteile. Zur Verwendung kamen 





200 ccm der Lésung, entsprechend etwa 
0,15 g NaJ das ist 
0,1 g Jod. 


Versuche vom 38l. Juli (9. 10). 


Beginn um 9h. Die niichternen Tiere erhalten 200 cem 
Leitungswasser mit der Schlundsonde. Daraufhin setzt die Sekre- 











tion ein: 
Hund M. Hund N. 
acl Saft ,..... Gesamt- Freie | Saft ee | Gesamt- | Freie 
Zeit |, | Tere | vciditst| HCL | com | ~°P™ | Aciaitat | HCI 
9” | 08 2,2 
10 0.5 | | | | 15 | 
OK 80 1>35 || 7 | 
10” | 0,4 " . | °° | 0,6 | 70,0064 | > 65 30 
11 | 02 | 0,3 | 
1" | — | 0,2 
1,9 ccm Gesamtmenge 4.8 ccm Gesamtmenge 


Um 12h ist diese ,normale‘ Sekretion zu Ende und die 
Tiere sind wieder niichtern. Sie erhalten nunmehr 200 ccm der 
Jodnatriumlésung. 


32* 




















oe epee, ee 
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Hund M. Hund N. 
Zeit Saft | pepsin | Zesamt-| Freie) Saft  p.p.i, | Gesamt-| Freie 
. pre psi | Aciditat | HCL | com Ps Aciditat | HCl 
13” 2,5 0,006 5,0 0,008 
1 1,7 19 40 | 36 |) 50 30 
‘ | ¢ 0,006 0,0 
1° | 15 i}! 06 | 30 20! | 
y 0,9 |) 28 |) -) 
.)30 09 |f 0,004 | | 26 | 0,006 f 50 | m 
3 0,8 80 45 15 |) ae T 
0,01 60 
3° | 0,5 -_ | 12 J _ J . | 
4 0,2 1,0 
ad — 0.8 | 
| * VL ooo64 | $65 | 
o | Uo | 
» } 
0. } 
9,0 cem Gesamtmenge 22,2 ccm Gesamtmenge 
Zu Versuch 10 die Kurve 
$4 
“ \_+_— 1 =o 
t\ } | | 
a | iz 
— i 2 oe 1 = a 
a rs | 
“t+ -_ on TT +44 
.. | | 
ao, —4+ +r -+—+ +——+>— oe 
' 
\ 
“art TLL 
se}—4+-—4—_+_ + i a 
wt to tt 
= ae 
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Versuche vom 13. August (11. 12). 


Beginn um 9h. Die Tiere sind vollig niichtern und erhalten 


200 ccm Leitungswasser mit der Schlundsonde. Sie reagieren 
darauf mit folgender Sekretion: 











Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit aftmenge 
cem | ecm 

0.7 g3 2.0 

0,4 10 1,6 

O3 10°° 0.5 

0,2 11 0,4 
|) gag Q.2 

1.6 ccm Gesamtmenve 4,7 ecm Gesamtmenge 

Um 12h erhalten die nunmehr wieder niichternen Tiere 


— nach abgeklungener Sekretion 


zeigen folgende Reaktion: 
Hund M. 


200 cem der Jodlésung und 


Hund N. 








Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ecm 
2.3 > 4.5 
1.6 l 3.8 
14 | 25 
1,0 2 1.6 
08 = 1.8 
O09 3 he 
0,7 a 1,2 
0.5 4 OS 
0.2 4° 0.6 
0.2 5 0,3 
5”) 0,2 
9.6 com Gesamtmenge 19.1 ccm Gesamtmenge 
B. Versuche iiber Kaliumjodid. 


Zu jedem Versuche wurden 


entsprechend etwa 


0,067 g KJ, 


0.05 


g J. 


genommen 200 ccm Lésung, 


das ist 


Von den angestellten Versuchen teile ich die folgenden mit: 








Pe Se ee ee 
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Versuche vom 21. September (13. 14). 
Beginn 9h. Die niichternen Tiere erhalten 200 com Wasser 
per os. Daraufhin folgende Sekretion: 








Hund M. Hund N 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm | ccm 
1,0 a 2,3 
0,5 10 | 1,1 
0,3 10% | 0,5 
Spur 11 0,3 
1 l 30 | 0.2 
1,7 com Gesamtmenge 4,4 com Gesamtmenge 


Um 12h ist diese Sekretion zu Ende und die Tiere erhalten 
200 com Jodkaliumlésung. Sekretion: 








Hund M. Hund N. 
Saftmenge | Zeit | Saftmenge 
ccm ie 
1,0 ~ 12) (83 
0,7 11 | 1,7 
0,6 | 1% | 1,2 
0,5 12 | 07 
0,6 Pes 09 
0,8 3 | 1,1 
0,5 0,7 
0,2 4 0,4 
0.2 4°) (03 
— S 3 0,2 
530 | 0,2 
5,1 com Gesamtmenge 8,8 ccm Gesamtmenge 


Zu Versuch 14 die Kurve: 
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Versuche vom 22. September (15. 16). 


Beginn 9h. Die Tiere sind niichtern aufgestellt und erhalten 


200 ccm Leitungswasser per os. Daraufhin ergibt sich folgende 








Sekretion: 

Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
com em 

1,0 all 2,2 

0,6 | 10 1,2 

0,3 | 10" | 0,6 

0,2 } 11 | 0,5 

_— | 1 1% 0,2 

2,1 com Gesamtmenge 4,7 com Gesamtmenge 


Um 12h ist die Wassersekretion abgeklungen, es werden 


200 ccm Jodlésung per os gegeben. 








Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
; ecm ; | seem 
1,2 7 2,2 
0,6 1 1,8 
0,5 a 1,4 
0,4 2 0.6 
0,8 > aa 1,1 
1,0 3 0,7 
0,8 a 0,5 
0,4 4 0,2 
0,2 4%° 0,3 
_ | 5 0,2 
' 





5,2 ccm Gesamtmenge | 


9,0 com Gesamtmenge 


C. Versuche iiber Lithiwmjodid. 
Da mir Lithiumjodid nicht zuginglich war, so stellte ich es 
mir unter Beriicksichtigung simtlicher Kautelen selbst her. 
Farblose, frisch destillierte 10% Jodwasserstoffsiure wurde 
mit Lithiumcarbonat neutralisiert. Die Lésung wurde auf dem 
Wasserbade eingedampft; im Vakuum-Exsikkator entstanden 





2 eee 
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so kleine, wohlausgebildete Kristalle des wasserhaltigen auBerst 
hygroskopischen Salzes. Nach kurzem Abpressen auf Ton wurden 
sie in der entsprechenden Menge Wassers gelést. Zum Versuche 
diente so eine 0,035 prozentige Lésung von LiJ + 3H,O. Als 
Fiitterungsportion wurde genommen 

200 cem dieser Lésung, etwa 

0,075 g krystallisierten Salzes oder 

0,052 g wasserfreies Salz, 

0,05 g Jod. 


Uber die Wirkung auf die Funktion der Driisen ist nach der 
Vorbesprechung von Natrium- und Kaliumjodid nicht viel zu sagen. 

Das an sich schon stimulierende Lithiumion erweist sich 
somit nicht kraftig genug, die Jodwirkung noch weiter zu steigern. 

Uber die Beschaffenheit des Saftes liegt nichts Neues vor. 
Dagegen mochte ich ein Ergebnis kurz nachtragen, das immerhin 
mit dem Resultate von Ma yeda (55) in bestem Einklang steht. Als 
ich versuchte, Lithiumjodid in gesteigerter Menge zu geben, lieB 
sich das nicht durchfiihren. Die von Ma veda an Lithiumearbonat 
beobachtete Anregung zum Brechakte kam auch hier zum 


Ausdruck. 


Versuch vom 1. August (17. 18). 
9h Beginn des Kontrollversuches. Die niichternen Tiere er 
halten 200 cem Wasser mit der Schlundsonde. Darauf setzt 


folgende Sekretion ein: 











Hund M. fiund N., 

Zeit Saft pensin Gesamt- Freie Saft — Gesamt- | Freie 
Le eps rea 2ps s ebees ’ 

af psi’ | Aciditét| HCl | com psn’ Aciditat | HCI 
93° 0.8 2,0 
10 0,6 | | | 1,2 | | | 
10° 0.3 0,004 75 50 0,5 0,0064 > 60 30 
11 0,2 | | 0,2 | | 
11% = fait 

1,9 com Gesamtmenge 3,9 cem Gesamtmenge 


Nach Ablauf dieses Kontrollversuches erhalten die Tiere um 
12h 200 cem Lithiumjodidlésung. Es werden folgende Zahlen 


erhalten: 
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Hund M. Hund N 

Zeit Saft —" Gesamt- Freie Saft —- Gesamt- | Freie 
"| eem Pom | Aciditit, HC] com psi’ Aciditat | HCI 
2% 4 7 2. ly 
" 3 | 0,064 \; 70 | on + 0,01 | 60 os 
1%° 1,0 | > 40 1,8 | | | 
2 1,5 0.0064 70 | 2,0 0,01 85 35 
ra 0.7 1.5 
3 0.5 | " | 0,9 
230 0.3 0,004 +55 0.7 | : | 7 | : 
4 0.2 [ (°° 05 | 0,0064 | 65 30 
t= 0,3 

0,2 





5,5 cem Gesamtmenge 


12,3 ecm Gesamtmenge 


Versuche vom 18. September (19. 20). 


Um 9h erhalten die niichternen Tiere 200 ccm Leitungs 


wasser — folgende Sekretion setzt ein: 


Hund M. 


Hund N. 





Saftmenge 
ecm 
1,0 
0.5 
0.3 
0.2 


Zeit 


93° 


| 10 
10” | 


1] 
i” 


Saftmenge 
ecm 
2.0 
1,0 
0,6 
0,2 





2.0 cem Gesamtmenge 


Nachdem um 11°°h dieser 


3,8 ccm Gesamtmenge 


Kontrollversuch beendet war, 


erhalten die Tiere 200 ecem LiJ-Lésung. 





Hund M. Hund N 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
eem ecm 
10 12” 2,4 
1,6 2,0 
10 7” 1,6 
1,2 2 2,2 
0.x 2”) 16 
0,6 3 0,8 
0,4 3° 0,6 
0,2 4 0,4 
0,2 4° 0,2 
aes Spur 





7,0 eem Gesamtmenge 


11.8 ccm Gesamtmenge 
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D. Versuche wiber Ferrojodid (FeJ,). 

Zu den Versuchen diente mir anfanglich ein kaufliches Pri- 
parat, das in stahlgrauen, mikrokrystallinen Stiickchen vorlag. 
‘s enthielt jedenfalls nicht das reine Ferroion. Spiater habe 
ich es selbst durch Auflésen von reinstem metallischen Eisen 
(Ferrum hydrogenio reductum) dargestellt. Die Bereitung des 
Salzes geschah unter den iiblichen VorsichtsmaBregeln, ebenso 
die Auflésung in vorher ausgekochtem Wasser. Handelte es sich 
doch darum, unzweifelhaft nur Ferrosalz in der Lésung zu haben. 
Diese war nahezu farblos, von ganz schwachem Ton des Metallions. 
Ihre Empfindlichkeit dagegen ist groB, so dab die Auflésung un- 
mittelbar vor dem EingieBen vorgenommen wurde. 

Die Fiitterungsportion bestand aus 

200 cem Lésung entsprechend etwa 
0,072 g wasserfreien FJ, mit 
0,05 g J. 

Die Tabellen zeigen, daB es sich, von geringen Differenzen 
abgesehen, durchaus den Alkalijodiden anschlieBt. Die Steigerung 
der secernierten Saftmengen sowie die Verlangerung im Ablaufe 
des Vorganges nehmen durchaus den Raum ein, den wir von den 
friiheren Beispielen (NaJ, KJ, Lid) her kennen. Die Versuche 
kénnen somit als Beitrag zur Kenntnis des von mir als nahezu 
indifferent angesehenen Ferroions gelten. 


Versuch vom 2. August (21). 
Um 9h erhalt der niichterne Hund 200 ccm Wasser mit der 
Schlundsonde. Der Kontrollversuch gibt folgende Zahlen: 








Hund N. 

. | Saft | Gesamt- |, . s 
Zeit com | Acikditet Freie HCl | Pepsin 
ceceaki’ Ae ae ae, 

gy | 21 | | 
0 | 15 | | | 
10° | O77 |)90 | 35 0,0064 
1} O38 | | | 
1” | 0.2 | | 





4,8 com Gesamtmenge 


Um 12h wird der eigentliche Versuch durch Verfiittern von 
200 ccm FeJ,-Lésung eingeleitet. 
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Hund N. 





Saft 


Zeit Pepsin 
ecm 
12” 2,4 0,01 
1 2,8 0,01 
1% 2.0 \ : 
0,0 
2 1,6 f , 
ra 1,2 \ 
008 
3 1,0 j . 
- ye 0.0064 
4 0,6 — 
0,5 
5 os | 000 
0,2 


| 


| 


Gesamt- | ais 
Aciditiit | Freie HCl 
100 50 
100 60 


} 110 ‘60 
} 90 
| 
| 


\ 
J 

90 | } 40 
| 





8 














13,4 eem Gesamtmenge iF 
it 

Versuche vom 17. September (22. 23). 

9h Beginn des Kontrollversuches: 200 com Wasser mit der 
Schlundsonde gegeben. Sekretion 
Hund M. Hund N. 

Saftmenge | Zeit | Saftmenge 
ccm | ecm '! 
1,6 9» | 2,3 
0,9 10 1,6 
0,3 10 0,8 j 
02 il 0,3 i} 
pei 1 13° 0.2 '" 
3,0 com Gesamtmenge 5,2 ecm Gesamtmenge if 


200 ccm FeJ,-Lésung gegeben: 


Um 12h werden, nachdem die Wassersekretion beendet, it 








10,4 ccm Gesamtmenge 





Hund M. Hund N. 

Saftmerge | Zeit Saftmenge 
ecm ecm ig 
1,8 ‘|12° | 26 : : ir 
2,2 1 | 4 
2,6 i” | 2,0 
1,0 2 1,8 
0,8 2 | 1,3 i 

0,6 3 1,0 
0,6 380 0,7 . 
0,4 4 0.5 . 
0,2 ow 0,3 i 
0,2 15 | 02 ti 


13,4 ccm Gesamtmenge 
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E. Versuche iiber Jodwasserstoffsdure. 

Zu den Experimenten, die gerade in dieser Verdiinnung im 
Vergleich zu der von Pawlow und seinen Schiilern bearbeiteten 
Salzsiure von Interesse erschienen, diente mir eine reine Jod- 
wasserstoffsiure. 

Ich verwandte zur Verdiinnung ein ganz frisches 10 prozentiges 
Material, das vollig farblos war. Die daraus hergestellten Ver- 


suchsportionen enthielten 


in 200 cem Wasser 
0,05 g Jodwasserstoffsiiure mit etwa 


0,05 g Jod. 


Von den zahlenmiBbig dargestellten Versuchen bringe ich 
einen mit analytischen Daten und Kurven. Aus ihm ist 
ersichtlich, daB Jodwasserstoff nicht ohne geringe Modalitaét in 
der Form seiner Wirkung sich den Jodiden anschlieBt. 


Versuch vom 3. August (24). 


9h Beginn. Der niichterne Hund erhalt im Kontrollversuch 
200 ccm Leitungswasser mit der Schlundsonde. Er reagiert wie 


folgt: 


Hund M. 





, Saft wee Gesamt- Freie 
ai — \ciditat HC! 
ecm é < 
- 1.0 0.004 x0) 35 
10 Qo | \ | 
10%” 0.3 0.004 x”) 35 
i] 0,2 | 
11 “0 





2,0 cem Gesamtmenge 


Um 12h erhalt er nach Abklingen der Wassersekretion 
200 cem der Jodwasserstoffsiiurelésung mit folgendem Resultat: 
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Hund M. 
Zeit Saft Persia Gesamt- Freie 
com Aciditat HCl 

> a 1,0 0,005 80 32 
1 3,0 0,01 85 35 
™ 1 |) 0.0064 80) 35 
2 os ij” " " 
” Q,7 | | 

3 0,5 0,04 75 35 

+ a 0,2 

4 ai 





ccm Gesamtmenge 


Zu Versuch 24 die Kurve: 


Versuche vom 20. September 














(25. 26. 27. 28.). 


9h Beginn der Vorversuche. Die niichternen Tiere erhalten 
Der Ablauf der Sekretion 


200 ccm Wasser mit der Schlundsonde. 
ist gegeben in folgenden Zahlen: 


air arte angle 
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Hund M. 


Hund N. 





0,9 
0.4 
0,3 
0,2 


Zeit | 


Q30 
10 
10% | 
11 | 
11° 


Saftmenge 
ccm 
2,0 
2,2 
O.8 
0.3 
Q),2 





1,8 com Gesamtmenge 


5,5 ccm Gesamtmenge 


Nach abgeklungener Wassersekretion erhalten die Tiere um 


113° 200 ccm der Jodwasserstoffsiure mit folgendem Ergebnis: 





Hund M. Hund N. 
Saftmenge | Zeit | Saftmenge 
} ecm 

0,9 12 3.0 

3,2 12° 11,0 

1,6 1 3,4 

0,7 1,4 

0,4 2 0,6 

0,2 ae 0,5 

_ 3 0,2 





7,0 ccm Gesamtmenge 


20,1 ecm Gesamtmenge 


Nach Ablauf dieses Vorganges wird nochmals das gleiche 


Quantum verfiittert. 


Folgende Sekretion: 





Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit | Saftmenge 
ecm ccm 

1,2 ad 3,5 

3,1 4 10,5 

1,2 4%° 4,2 

0,8 5 1,0 

0.6 o i 0,5 

0,3 | 6 | 0,3 





7,2 eem Gesamtmenge | 





20,0 com Gesamtmenge 
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II. Versuche iiber elementares Jod, 

Als Vorstufe fiir die Betrachtung einiger organischer Derivate 
— speziell der Jodstiirke und der Jodglidine — war die Priifung 
freien Jods in wisseriger Lésung von Interesse. Auch rein theore- 
tisch schien mir das Studium dieser Form des Jods fiir geboten. 
weil es méglicherweise in seinem Verhalten von der Wirkung der 
Jodionen abweichen kénnte. 

Die Herstellung der benétigten Lésung von 0,025%, Jod- 
gehalt war etwas schwierig. Sie gelang befriedigend auf folgendem 
Wege. 11 Wasser von 20 





25° wurde mit 0,5 g feinst zerriebenen 
Jods laingere Zeit auf der Maschine geschiittelt. Von der so ent- 
standenen gesiittigten Jodlésung von gelber Farbe, spezifischem 
Geruche und kratzendem Geschmacke entsprechen, der Lés- 
lichkeit des Jods zufolge, 200 ccm etwa 0,05 g des Elementes. 
Die Tiere zeigten starke Schleimabsonderung; aus Tabellen er- 
gibt sich die sehr starke, ausgesprochene Wirkung, welche die 
des Jodwasserstoffs und einiger Salze iibertrifft; die Differenzen 
in den Konzentrationsverhaltnissen sind nicht ausschlaggebend. 
Von den angestellten Versuchen teile ich einen vollstindig mit 
analytischen Daten und in eine Kurve iibertragen mit, zwei 
weitere nur nach den absoluten halbstiindlichen Portionen. 


Versuch vom 3. August (29). 


9h. Der niichterne Hund erhalt per os 200 cem Wasser, 
worauf folgende Sekretion eintritt: 





Hund N. 
ica Saft — Gesamt- — . 
Zeit ane Pepsin Aciditiit Freie HCl 
- 2,0 0,0064 75 30 
10 1,5 | 75 30 
10*° 0,8 

006 
7” 0,2 
12 — 





4.8 ccm Gesamtmenge 


Nach Abklingen des Vorversuches werden um 12h 200 ccm 
der Jodauflésung verabreicht. Der Hund reagiert mit folgender 
Sekretion: 
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Hund N. 



































, Saf : Gesamt- — 7 
Zeit Saft Pepsin ae Freie HCl 
oon Aciditat 
13” 5.0 0,01 75 28 
1 8,2 0,02 80 30 
a 4,1 0,01 80 30 
2 2,0 - - ; 
930 1.3 f 0,01 ‘29 30 
3 0,7 | 
a 0.6 0,0064 72 30 
4 0,4 | 
as 0,2 
5 oa 
22.5 ccm Gesamtmenge 
Zu Versuch 29 die Kurve: 
6 4 aye 
J 'S8232 
=" {| , . | | 
“tT TTL 
“tt 1 T 
«at—}-+—++—++-+++ 
I | | | 
t— = oe + 
ry ; | t 
os | Oe 
al ia Es + 
oi ghoulsdbabial 
30--t 7 — —— T T } 
| 





























| 0 | | | | 
7 + rT 2 a { 
it fi | } | 
it 2a 
He t rt —_+—-++ —— { 
ity | | \ | | 
ro e-+—+ 4} 4 + 4+ ++] 
ny | BBL EBESBE 
= , es 
08 a oe 
i Ni tw 
oe + +- Ar 4+ ~*~ + 
n | rs] 
t +—+-Y—-4 
| | | | 
‘SSeS e eases 
° i j it J 
morte ’ 2 3 4 s ‘ ? 7 t) 
Biunees 
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Versuche vom 19. September (30. 31). 


9h. Beginn der Kontrollversuche. Die Verabreichung von 
200 ccm Wasser mit der Schlundsonde fiihrt zu folgender Sekre- 








tion: 
Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ecm 
0,8 | 2,2 
0,6 | 10 1,0 
0,3 10” 0,6 
0,2 | 11 0,3 
aes 113° 0.2 
1,9 ecm Gesamtmenge 4.3 com Gesamtmenge 


Nach Abklingen der Wassersekretion um 11° werden sodann 
200 cem Jodauflésung per os eingefiihrt. Die Sekretion setzt 
folgendermaBen ein: 














Hund M. Hund N. 
Saftmenge | Zeit Saftmenge 
cem ; ecm 
2,0 | 12 45 
2,2 | 12°] 6,0 
1,8 | 3 3,8 
1,3 1°; 2,2 
0,6 | 2 1,6 
0,5 | ot a 
0,3 | 3 0.9 
0,2 | 3”1 06 
— 4 0,2 
Spur 
8,9 ccm Gesamtmenge 20,9 com Gesamtmenge 


III. Versuche iiber Kaliumjodat. 

Die anschlieBend in einigen Beispielen — teils mit Angaben 
iiber Konzentrationsverhaltnisse des Ferments aus der Aciditat 
sowie mit Kurve — mitgeteilte Versuchsreihe tiber Kaliumjodat 
ist theoretisch interessant. Liegt in ihm doch das erste und zwar 
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a ee ee ge er 
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durchaus einwandfreie Beispiel eines Komplexanions mit fest- 
gebundenem Jod vor. Es ist denn auch zunichst iiberraschend, 
die starke Wirkung des Salzes auf die Driisentatigkeit aus den 
Zahlen zu entnehmen. Das wird gleichwohl auf Grund der Re- 
duktion zu Jodion verstindlich. Die Sekretion scheint zeitlich sehr 
verlangert; die Steigerung der Gesamtmenge des secernierten. 
klaren, diinnfliissigen schleimfreien Saftes ist bedeutend (etwa 
1:4). Hiaufung findet statt in den ersten Portionen. Uber die 
Konzentrationswerte, die nur den itblichen Verhiltnissen bei 
groBen Mengen iiberhaupt folgen, sind unwesentlich verschoben. 
Der Einfachheit halber rechne nicht auf das doppelte Molekular- 
gewicht, das dem Salze nach Rosenheim und Liebknecht 
eigen ist (56). Von einer 0,042 prozentigen Lésung des trockenen 


Salzes diente als Versuchsquantum 


200 ccm Lésung mit 
0,08 g KJO,, entsprechend etwa 
0,05 g J (im Komplexion). 


Zwei Versuche vom 4. August (32. 33). 


5 h erhalten die niichternen Tiere 200 ccm Wasser mit 
der Schlundsonde; die Kontrollversuche geben folgende Saft- 











mengen: 
Hund M. Hund N. 
; Saft . |Gesamt-| Freie) Saft . | Gesamt- | Freie 
Zeit | on | PD | Aciditat | HCl | com | PM | Acigitat | HCI 
ge 49 2,5 | } | 
10 06 | | | | 1,0 | 
0,006 8 » 45 
10” | 0,3 — | . in 0,4 | )0,0064 | } 85 35 
11 0,2 0,6 | 
11% — | 03 
2,3 ecm Gesamtmenge | 4,8 ccm Gesamtmenge 


Um 11°° ist die Wassersekretion beendet und die Tiere wieder 
nuchtern. Um 12h werden 200 ccm der 0,08 prozentigen Lésung 
K.JO, verabreicht. 
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Hund M. Hund N. 
Zeit Saft a | Gesamt- Freie | Saft oe Gesamt- | Freie 
, ails psi’ | Aciditét) HCl com psiD | Aciditaét | HCI 
| 
12° || 3,5 0,01 70 40 4,5 0,01 75 ; 20 
1 5,2 0,01 70 40 4.8 0,01 70 20 
1 O08 |\ocelten |) AS fhewesiten 11 
0,00 if 0,00 ) | 
9 0.6 0064 f ) { 40 os |f 0064 f 7( Fr 40 
2° | 03 2,0 0,008 80 | 40 
3} 02 Loo then |b | 06 | 
nt 40,004 | S80 40 | ss | | 
< ,e | | se . |  ¢ 
4 | 02 | | 02 weaeed | ad | a 
430 | I 0.2 | 


| | 
| | 








11,1 com Gesamtmenge 


Zu Versuch 33 die Kurve: 


om 
ae 


| 
aor 
“FP 
| 
42} 
} 
40} 
33 


Mr 





al ele ee ee ee 


ee = 


+ 


-~—-+— 


+ 


— 
wu] 
os 
J 


7 TT 


14,8 ccm Gesamtmenge 
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Zwei Versuche vom 16. September (34. 35). 
9h Beginn. Die niichternen Tiere erhalten per os 200 ccm 
Leitungswasser; sie reagieren wie folgt: 








Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit | Saftmenge 
ecm ccm 
1,4 9” 2,3 
0,6 , 10 1,1 
0,5 | 10% 0,7 
0,2 | 11 0,3 
ge 0,2 
2,7 com Gesamtmenge 4,6 ccm Gesamtmenge 


Nachdem die Wassersekretion abgeklungen, beginnt um 12h 
der eigentliche Versuch: 200 ccm der KJO,-Lésung per os ver- 








fiittert. 
Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit | Saftmenge 
ccm i ccm 
2,8 > 3,8 
4,0 1 5,2 
1,0 ia 2,0 
0,4 2 1,6 
0.5 > as 1,0 
0,3 3 0,6 
0,2 3” 0,4 
0,2 4 0,4 
Spur 4° | 0,3 
} | 0,2 
9,4 ccm Gesamtmenge | 15,5 eem Gesamtmenge 


B. Organische Jodverbindungen. 
1. Jodfette. 
Die Einfiihrung der Jodfette verdanken wir Winter nitz (57). 
In die Gruppe dieser Medikamente gehéren das von Merck 
produzierte Jodipin — ein jodiertes Sesamél, sowie das von 
Fischer und von Mering eingefiihrte Sajodin, ein Derivat der 
Behensaure. Ferner wird hier zu besprechen sein das Jodlecithin 
von Riedel. Wesentliche Differenzen bestehen prinzipiell zwi- 
schen den erstgenannten Praparaten nicht. Wahrend das Sajodin 
ein wohldefinierter K6érper in Pulverform ist, ist Jodipin ein 
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fettes Ol mit den Eigenschaften eines Gemenges. Ein gewisser 
Vorzug des letzteren beruht in der giinstigen Beschaffenheit fiir 
die Bildung der besprochenen Joddepots im Darm. Im ganzen 
ist dieser Zweig der Jodmedikation wohl ausgebildet und gliicklich 
gewaihlt. Es sei hier daran erinnert, daB ahnliche Bromderivate 
mutatis mutandis als gute Heilmittel gelten (Bromipin von 
Merck, Bromlecithin nach Bergell). 


1. Sajodin. 

Diese chemisch wohldefinierte Substanz wahlte ich als Grund- 
lage der Versuche iiber die Jodfette. Entsprechend unseren Er- 
wigungen zeigt es ein Verhalten, das nur als Abténung der ge- 
wohnlichen Jodionenwirkung anzusehen ist. Von den angestellten 
Experimenten teile ich drei mit, einem davon gebe ich die gesamten 
analytischen Befunde iiber Fermentgehalt, Gesamtaciditét und 
freie Salzsiure bei. Ferner habe ich diesen Versuch in die iibliche 
Kurve iibertragen. 

Uber die Wirkung ist speziell nichts Neues zu erwihnen. 
Die Technik des Experiments war schwierig, da das lockere, 
feine Pulver sich in unserer Arbeitsweise nur schwierig ein- 
fiihren lieB. 

Von dem trocknen Salze dienten, kombiniert mit 

200 ccm Wasser, 
0,5 g, entsprechend 
0,05 g abspaltbaren Jods. 


Versuch vom 6. August (36). 
Beginn des Kontrollversuches 9h. Der niichterne Hund 
erhalt 200 com Wasser mit der Schlundsonde, wodurch folgende 
Sekretion hervorgerufen wird. 











Hund M. 
hi Saft |»... | Gesamt- 
Zeit ; ae’ Pepsin Aciditat Freie HCl 
= —SSS—=——= ———— = ! = = —_ = — 
gx | 15 0,004 | 80 35 
0 | OF | 
10” | O38 | | 0,008 | 80 35 
11 | Oo2 | 
ue | — | | 
— pt 


2,7 com Gesamtmenge 





i 





teen 
es 


St eee 
aore a 
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Nach abgeklungener Sekretion wird um 12h in Verbindung 
mit 200 ccm die Fiitterungsportion Sajodin verabreicht. Die 
Sekretion zeigt folgende Werte: 








Hund M. 
| 

74 | Saft : Gesamt- bi . 
4 | eps y C 
Zeit oe Pepsin Aciditat Freie HCl 
a 2,2 0,0064 80 32 

. 16 0.005 3; 

0,00! &2 3: 

1% 06 f 005 j 82 f 35 

2 0,8 

” 0,3 | | a 

s | os 0,004 ” | 35 

330 0,2 

4 Spur 

430 





5,9 cem Gesamtmenge 


Zu Versuch 36 die Kurve: 




















° 
Malbe 
Stuncen 





Figur 8. 
Versuche vom 22. September (37. 38). 
9h Beginn der Kontrollversuche. Die Tiere werden niichtern 
aufgestellt und erhalten 200 ccm Leitungswasser. Daraufhin 


folgende Sekretion: 





Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ecm 
1,3 g% 2,0 
Q,7 1 '’ 38 
0,5 10” O08 


0,2 1] 0,4 
- J 1 1° 0,2 


2,7 ccm Gesamtmenge 4.7 cem Gesamtmenge 
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Um 11°°h wird der Vorversuch mit dem Abklingen der 
Sekretion fiir beendet angesehen. Und 12h wird die Fiitterungs- 
portion gegeben, worauf folgende Sekretion einsetzt. 








Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ecm 

1,8 aa 2,2 

1,3 l 1,8 

0.8 1° 1,4 

0,9 z 1,2 

0,4 ." 0.6 

0.3 3 0.5 

Q,2 ag 0,2 

Spur 4 0,2 

- Spur 

5 
5,7 ecm Gesamtmenge 8,1 cem Gesamtmenge 


2. Jodipin. 


Jodipin bietet keine neuen Gesichtspunkte. Zwei Versuche 
sind nach den absoluten Saftmengen in ihren halbstiindlichen 
Portionen tabellarisch mitgeteilt. Es ist von schwicherer Wirkung 
als das pulverférmige Sajodin. Man kénnte das so erkliren, dab 
es in Gestalt der Fetttrépfchen langer der Einwirkung widersteht. 
Sajodin dagegen mag sich — seiner Struktur entsprechend auf 
der Schleimschicht des Magens, eine groBe Fliche bedeckend, 
verteilen. Von Merck wird das Praparat mit einem Gehalt von 
12% abspaltbaren Jods dargestellt. 

Die Anstellung der Experimente war auf Grund der un- 
ginstigen auBerlichen Beschaffenheit umstindlich. Die nétige 
Menge des dicken Oles wurde mit 11 Wasser von 20—25° 30 Minu- 
ten auf der Maschine geschiittelt. Zum Versuche wurde die 
frische Emulsion sogleich entnommen und unmittelbar verwandt: 

200 com Wasser mit etwa 

0,45 g des Oles, entsprechend 

0,05 g Jod. 


Versuche vom 25. September (39. 40). 


9h Beginn der Kontrollversuche. Die niichternen Tiere 


erhalten 200 ccm Wasser per os und reagieren wie folgt: 














}) 
i 


4 
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Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ccm 

1,6 g”| 24 

0.8 10 | 16 

0.6 10”! 09 

0,2 11 | O5 

0.2 i” 0,2 
12 Spur 

3,4 ccm Gesamtmenge 5.6 ccm Gesamtmenge 


Um 12h gilt der Vorversuch nach Versiegen der Wasser 
sekretion fiir beendet und die Tiere erhalten die Versuchsportion 
Jodipin mit 200 ccm Leitungswasser. 








Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm | ; ccm 

1,2 | 19° 1,8 

1,0 / 1 | 28 

0,6 i 1,3 

0,6 2 0,5 

0,6 | 6&4 

0,2 3 | O04 
Spur a 0,2 

a 4 0,2 

4.2 com Gesamtmenge 7,1 com Gesamtmenge 


Zu Versuch 40 die Kurve: 
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3. Jodlecithin 


bietet in den Versuchen wenig Abweichendes. Es bleibt jedoch fiirs 


erste eine auch theoretisch unentschiedene Frage, inwieweit es bei 
der Spaltung durch seine Komponenten wirkt. Von den mehr- 
fachen Versuchen, die siimtlich unter ungiinstigen experimentellen 
Bedingungen leiden, teile ich zwei mit. Ihre Zahlenverhialtnisse 
bieten nicht viel Abweichung vom Jodipin. 

Um nach einer Reihe miBgliickter Experimente wenigstens 
annaihernd mit der Einbringung des Versuchsquantums bei 
Gegenwart von 200 ccm Wasser zum Ziele zu kommen, verfulr 
ich folgendermaBen : 

Die nétige Menge (berechnet fiir 1 1 Wasser) wurde mit 
einem betrachtlichen Uberschusse feinen ausgewaschenen Quarz- 
sandes (auch Glaspulver ist geeignet) griindlich verrieben und 
durchgeknetet, wobei ein locker zusammenbackendes Konglo- 
merat erzielt werden kann. Dasselbe wird mit der erforderlichen 
Wassermenge von 20—25° 1—1'/, h auf der Maschine kraftig ge- 
schiittelt. Nach kurzem Absitzen wird schnell dekantiert und 
unmittelbar mit der Schlundsonde eingegeben.') 
Versuchsportion: 200 ccm Leitungswasser mit 

0,8 g Jodlecithin, 
0,05 g Jod. 


Versuche vom 9. Oktober (41. 42). 
9h Beginn der Vorversuche. Die niichternen Tiere erhalten 
200 ccom Wasser mit der Schlundsonde und reagieren mit folgender 
Sekretion: 








Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit | Saftmenge 
ccm com 

3,0 9°; 3,5 

28 10 | 2,5 

1,3 | 10°; 1,0 

0,6 in | Og 

0.2 111") 05 
Spur 112 | Of 

an | 12%° ss 

7,9 com Gesamtmenge | 8,5 ecm Gesamtmenge 


1) Von einer mechanischen Wirkung des Glaspulvers ist nach Bickel 
nicht die Rede (vgl. auch diese Zeitschr. 6, 1, 47. 
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Um 12°°h wird, nach beendeter Sekretion, 200 cem Wasser 


mit der praparierten Jodlecithion-Emulsion gegeben. 








Hund B. Hund D. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
cem } } ccm 

2.0 1 2,2 
2,8 a 3.2 

2.5 2 2,0 

1,0 > a 13 
0.5 3 0,7 
QO,2 3* 0,4 
Spur 4 0,2 

- | = Spur 

9.0 ecm Gesamtmenge 9.9 com Gesamtmenge 


11. Jothion (Dijodoxypropan). 

Im AnschluB an die Jodfette zog ich in den Kreis meiner 
Untersuchungen das kurzlich als externes Jodpriaparat inaugu- 
rierte Jothion. Der Versuch schien mir aus theoretischen Griinden 
interessant. 

Den vorher angestellten Betrachtungen brauche ich hier 
nichts hinzuzufiigen als einige experimentelle Einzelheiten. Dem 
denkbaren Zerfalle im Sinne einer Entstehung von Jodalkyl 
Rechnung tragend, habe ich einige Versuche auch mit dem 
doppelten Quantum des Priiparates in der Versuchsportion an- 
gestellt. Ich sah dann nur ein Jodatom als abspaltbar an. Es 
kamen jedoch nur unwesentliche Differenzen dabei heraus. Ich 
beschranke mich darauf, einen Versuch mit vollen Analysen- 
zahlen und in eine Kurve tibersetzt, mitzuteilen, und gebe von 


zwei weiteren nur die absoluten Zahlenmengen in ihren halb- 


stiindlichen Portionen. 

Der Ausfall der Experimente ist aus den Daten ersichtlich. 
Die Steigerung liegt, der Menge nach, im Verhiltnis 3: 4. Die 
zeitliche Ausdehnung ist unwesentlich verschoben. Die Hunde 
standen unter dem Einflusse der einschlafernden Wirkung. 

Die Bereitung der Versuchslésung war relativ leicht, wurde 
aber wegen der Labilitaét schleunigst zur Ausfiihrung gebracht. 
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200 cem Wasser mit 
0,11 g Jothion mit 
0,05 g Jod. 


Im Versuch Nr. 45 vom 21. September erhielt Hund N. 
das doppelte Quantum: 0,22 g Jothion mit 0,10 g Jod. 


Versuch vom 5. August (48). 


Der niichterne Hund erhielt um 9h im Kontrollversuch 
200 ecm Wasser mit der Schlundsonde. Er gibt folgende Sekre- 


tionsvorginge : 





Hund M. 

‘ Saft : Gesamt- Freie 
eit eps ae 

-_ pimoh re Aciditit HCl 
ata 1,8 0,004 80 35 

10 0,9 | | 

10° | 04 0,004 » 80 35 

11 0.2 { | 

1 1° 





3,3 ecm Gesamtmenge 


Diese Wassersekretion ist um 11h beendet. Der wieder 
niichterne Hund erhalt sodann um 11°°%h 200 ceom Wasser mit 
0,13 g des Priiparates und nun zeigt der Sekretionsvorgang folgen- 
den Verlauf: 


Hund M. 





Zeit Saft Pepsin Gesamt- Freie 
cem Aciditat HC! 

12 2,0 0,004 ) 35 
12% 1,0 0,004 80 35 

l 0.6 | l | 

- 0.4 > 0.004 L RO | 35 

2 o2 | | ( 

2” Spur 

3 





4.2 ecm Gesamtmenge 
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Zu Versuch 43 die Kurve: 


on 





Figur 10. 
Versuche vom 2]. September (44, 45). 
Die niichternen Tiere erhalten 9h im Kontrollversuch 
200 ccm Wasser in iiblicher Weise, wodurch eine kurze Sekretion 
mit folgenden Einzelwerten auftritt: 








Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ccm ecm 
1,6 9” | 2,2 
0, 10 | 1,3 
0,5 10* | 08 
0,2 11 0,4 
— Steed 0,2 
3,1 cem Gesamtmenge | 4.9 com Gesamtmenge 


Nach abgeklungener Wassersekretion erhalten um 12h beide 
Tiere das Priparat mit 200 ccm Wasser vermischt. Hund M. 
erhalt (vgl. die Besprechung) die doppelte Portion. Folgende 





Sekretionswerte: 
Hund M. Hund N. 
Saftmenge | Zeit | Saftmenge 
ccm ccm 
2,0 a 2,6 
1,2 1,4 
1* 1,6 
0,8 2 0,7 
Q30 0,5 
0,4 8 0,3 
0,2 3” 0,1 
Spur Spur 
pit 4% | pe 





4.6 ccm Gesamtmenge 7.2 com Gesamtmenge 
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III. Jodmethyl (CH J). 

Wie in der Vorbesprechung ausreichend erwiahnt, wurde die 
Versuchsreihe mit Jodmethyl im wesentlichen aus theoretischen 
Griinden angestellt. Gesichtspunkte fiir die Beurteilung habe 
ich gleichfalls entwickelt, und so ist interessant zu sehen, wie die 
Substanz die sekretorische Funktion der Magendriisen nur un- 
wesentlich alteriert. Allerdings will ich den Ausfall der Experi- 
mente, wegen der geringen Differenzen, nicht wohl als eine Hem- 
mung ansehen. Von der Reihe teile ich zwei zahlenmaBig nach 
halbstiindlichen Anteilen beschriebene Versuche mit, sowie einen 
mit vollstandigen Analysenbefunden, der auch in eine Kurve 
iibertragen ist. Es scheint mir durchaus notwendig und mit 
Riicksicht auf die Praxis fiir lohnend, die Anaesthetica in ihren 
Beziehungen zur sekretorischen Funktion der Magendriisen zu 
priifen, was ich fiir spaiter in Aussicht genommen habe. 

Die Technik dieser Experimente ist einfach genug, da es 
durch maBiges Schitteln gelingt, die geringe Menge des Jodalkyls 
in dem bendtigten Wasser gleichmaBig zu verteilen. Die Lésung 
zeigte deutlich den charakteristischen Geruch und Geschmack; 
sie rief bei den Tieren Anklainge einer Narkose hervor. 

Versuchsquantum : 

200 cem Wasser mit 
0,06 g Jodmethyl mit etwa 
0,05 g festgebundenem Jod. 


Versuch vom 5. August (46). 
Beginn des Versuches um 9h. Das niichtern aufgestelite 
Tier erhailt 200 com Wasser mit der Schlundsonde und reagiert 
auf diesen Anreiz mit folgender Sekretion: 





Hund N. 

. Saft | — Gesamt- Freie 
sal ccm | “ Aciditat HCl 
9% 2,0 | 0,0064 75 30 
10 1,5 | 0,0064 
10” | 08 ’ 

11 0.2 | $0,0064 " 30 
ag Spur | 
12 a 








| 4,5 cem Gesamtmenge 











sii as a 











Wt 
— 
tr 
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Um 11°°h war diese Sekretion zum Stillstande gekommen 
und das Tier wieder niichtern. Um 12 h erhielt es 200 com Wasser 
mit dem Medikament und zeigte im Sekretionsverlauf folgende 





Zahlenwerte: 
Hund N, 

Saft ‘ Gesamt- Freie 
Zeit Peps fo 

” el — Aciditat HCl 
) > 2.0 00064 72 30 

l 1,2 

1° 0.4 | | 

2 0,4 0.0064 75 30) 

3 0.2 

330 _ 





4,3 ecm Gesamtmenge 


Zu Versuch 46 die Kurve: 





Welde 
Stunden ’ s . 


4 i) 6 


Figur 11 
Versuche vom 15. September (47. 48). 
Die niichtern aufgestellten Tiere erhalten um 9h 200 ccm 
Leitungswasser mit der Schlundsonde und geben folgende Sekretion : 





Hund M. Hund N, 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ecm 
1,0 , | 23 
0,6 10 1,8 
0,5 10% 0,6 
0,3 11 0,5 
0,2 11°; 02 
— 12 | Spur 





2,6 ccm Gesamtmenge | 5,3 cem Gesamtmenge 
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Um 12h konnte der Kontrollversuch fiir beendet angesehen 
werden. Die Tiere waren wieder niichtern und erhielten um 
123°h 200 cem der zu untersuchenden Fliissigkeit. Es tritt eine 
Sekretion mit folgenden Einzelwerten auf: 








Hund M. Hund N. 
S: i anve —— S; nove 
Saftmenge Zeit aftmenge 
ecm cem 
0.8 aa 2,0 
O83 1 LZ 
0,4 1* 0,7 
0,2 2 0,4 
0,2 Yo 0,2 
Spur 3 0,1 
au 330 os 
2,4 ecm Gesamtmenge 4.7 com Gesamtmenge 


IV. Jodglidine. 

Die theoretischen Voraussetzungen fiir die Bearbeitung 
eines jodierten Proteins habe ich bereits gegeben. Die praktische 
Frage schien nach meiner Ansicht zu fordern, das natiirliche 
jodfreie Produkt zum Parallelversuch heranzuziehen. Uber die 
Anordnung der Versuche ist zu sagen, daB zunichst die Glidine 
selbst untersucht wurde und in den bearbeiteten Mengen fiir 
nahezu indifferent anzusehen ist (vergleiche die Versuche Nr. 52. 
53 vom 24. September, die mit den halbstiindlichen Zahlen mit- 
geteilt sind). Mir stand ein vollig entfettetes, lockeres, leicht 
zerstaubbares, weiBes Priparat zu Gebote, das aus Weizenmehl 
in der geschlossenen Zentrifuge dargestellt, ein spezifisches Kleber- 
eiweiB ist. Ferner muB die Kenntnis der Wirkung des reinen 
Jods vorausgesetzt werden, wenn das Priaparat geniigend charak- 
terisiert werden soll. Dies um so mehr, als es mir unzweifelhaft 
scheint, daB das Jod zum allergréBten Anteil nur lose gebunden, 
vielleicht sogar — bis zum gewissen Betrage — nur beigemengt 
oder starr gelést ist. Dafiir spricht denn doch in erster Linie 
das Verhalten zu der sekretorischen Funktion der Magendriisen, 
was mutatis mutandis durchaus ein anderes sein wiirde. Ich be- 
daure aufrichtig, daB mir andere Praparate ahnlicher Natur nicht 
zu Gebote standen, und méchte der Ansicht zuneigen, daB bei den 


Jodglidinen ein Verhalten wie das von Mosse und Neuberg (47) am 
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Jodeigonnatron beobachtete, nicht in dem MaBe oder tiberhaupt 
nicht mehr mdglich ist — Passieren des meisten Jods als Jodhippur- 
sdiure und in andern jodierten Sauren. Denn Jodglidine muB das 
Jod zum gréBten Anteil in so labiler Bindung enthalten, daB es 
dem der Jodstirke nahe steht. Andernfalls schienen mir die 
Zahlenwerte als Ausdruck der Einwirkung auf die sekretorische 
Funktion der Magendriisen nicht wohl erklarlich. Freilich be- 
diirfen wir dazu der speziellen Untersuchung im Stoffwechsel- 
versuch nach bekannten Gesichtspunkten. Hieriiber hat Borut- 
tau eine Reihe von Versuchen bereits mitgeteilt und weitere in 
Aussicht gestellt, die sich auch auf ein Ubergehen des Jods in die 
verschiedenen Organe beziehen werden. 

Von den Experimenten an Jodglidine gebe ich eines (Versuch 
Nr. 49 vom 6. August) mit den analytischen Befunden, betreffend 
Fermentgehalt und Siurewerte. Es ist auch kurvenmaBig dar- 
gestellt. Zwei weitere sind nach den halbstiindlichen Zahlen- 
werten mitgeteilt. 

Die Verabreichung des Materials an die Versuchstiere erfolgte 
anfangs durch zwangsweises Schluckenlassen, spater in wesentlich 
bequemerer Weise durch geeignete Aufschwemmung. 

Versuchsquantum: 

200 ccm Wasser, eine Pastille 
0,5 g Jodglidine mit etwa 
0,05 g Jod. 


Versuch vom 6. August (49). 


9h Beginn des Vorversuchs. Der niichterne Hund erhilt 
200 ccm Leitungswasser in iiblicher Weise und gibt eine Sekretion 
in folgenden Einzelwerten: 





Hund N. 

, | sot | - .° | Gem |. 
Zeit | al Pepsin | Aciditat | Freie HCl 
g | 30 | 0,0064 | 60 | 28 

10 10 | 

10° | 0,6 | }0,0064 62 |? 28 

1 6] «(02 

nu” | — | | 





4,8 cem Gesamtmenge 
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Um 11°°h wird nach Ablauf der Wassersekretion der eigent- 
liche Versuch begonnen. Die Sekretion kommt in folgenden 
Werten zum Ausdruck: 


Hund N. 





Tos Saft acai Gesamt- — 
Zeit a Pepsin Aciditit Freie HCl 
12 3,8 Q,0064 50 25 
aa 1,2 \ ; | ” ais 
,O0E f 2 

; 0.7 f 010 4 55 | 8 
” 0,8 \ _ ? 
2 06 ¢ 0,0064 60 f 30 
> aa 2,0 0,004 55 28 
3 OY | | 

3% 0.6 | ’ : | ° 

4 0.4 | 0,0064 | 62 30 
- | 6G 

5 — 





11,2 cem Gesamtmenge 


Zu Versuch 49 die Kurve: 


























Figur 12. 
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Versuche vom 23. September (50. 51). 
9h Beginn der Vorversuche, indem den niichternen Hunden 
per os 200 ccm Leitungswasser verabreicht wird. Daraufhin 


folgende Sekretion: 








Hund M. Hund N. 
Saftmenge Zeit Saftmenge 
ecm ccm 
1,0 - 2,8 
0,8 10 1,1 
0,4 10*° 0,5 
0,2 11 0,3 
_ ‘i? Spur 
2,4 com Gesamtmenge 4,7 com Gesamtmenge 


Nach Beendigung des Vorversuches treten die nunmehr 
niichternen Tiere in den Hauptversuch ein. Um 12h Fiutterungs- 








portion. 
Hund M. Hund N. 
Saftmenge | Zeit Saftmenge 
ccm ccm 
2,0 12° 3,4 
1,4 1 1,4 
O.8 oe 0,9 
0,6 2 0,7 
0,8 ” 1,0 
0,6 | 3 0,6 
0,5 | 3” 0,6 
0,4 | 4 0,5 
0,2 | 4% 0,2 
Spur | 5 0,2 
ns 5° Spur 
sais 
7,3 ecm Gesamtmenge 9.5 ccm Gesamtmenge 


Parallelversuche iiber Glidine vom 24. September 
(52. 53). 
9h Beginn der Kontrollversuche. Die niichternen Tiere er- 
halten 200 cem Wasser mit der Schlundsonde. Daraufhin folgende 


Sekretion: 
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Hund M. Hund N. 

’ * | 14 

Saftmenge Zeit Saftmenge 

ecm ecm 

1.0 a 2.0 
0,8 ; 10 1,5 
0,6 | 10° 0,8 
0,3 | 11 0,3 
— | 11% 0,2 
2,7 ecm Gesamtmenge | | 4,8 com Gesamtmenge 


Nach beendigter Sekretion wird um 12h der eigentliche 


Versuch begonnen; die Tiere erhalten die Fiitterungsportion. 











Hund M. Hund N 
| 
: noe | noe 
Saftmenge | Zeit | Saftmeng« 
ecm | ecm 

1) 12° 22 

0,7 1 1,4 

0,5 1,0 

0,3 2 0.6 

0,2 2" 0.3 

Spur 3 Spur 

ied 330 

2,8 cem Gesamtmenge | 5,5 ecm Gesamtmenge 

Zusammenfassung. 


In der vorstehend mitgeteilten Untersuchung hatte ich mir 
zur Aufgabe gestellt, an einem weitschichtigen Material typische 
Vertreter anorganischer und organischer Jodverbindungen nach 
ihrem Verhalten auf die Driisentitigkeit des Magens zu unter- 
suchen. Neben der Feststellung spezifischer Eigenschaften 
einzelner Substanzen war es meine eigentliche Absicht gewesen, 
die gesamte Frage nach der einen Seite hin zu bearbeiten, inwieweit 
die leichte Abspaltung des organisch gebundenen Jods sich zu- 
sammenhingend mit dem typischen EinfluB des Anions der 
Jodwasserstoffsiure erklaren lie}. Ich habe mich bemiht, die 
pharmakologische Forderung leichter Abspaltbarkeit des _,,labil* 
gebundenen Jods auch in der speziellen Technik der Verdauungs- 
physiologie darzustellen. 


34* 


7 
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So haben wir die Kenntnis gewonnen, daB Jod in allen 
Fallen, wo es ins Ion (J’) iibergehen kann, ungemein sekretions- 
fordernd wirkt. Dies Studium der Jodfette und die Differenzen 
unter denselben mag _ vielleicht fiir spezielle diagnostische 
Zwecke gelegentlich von Interesse werden, in dem Sinne, 
wie es z. B. von Pewsner fiir die beiden Typen der Bitter- 
wasser (Friedrichshaller und Hunyady Janos) geschehen ist. 
Nebenbei habe ich den ersten Versuch gemacht, die Frage nach 
dem EinfluB von Anaestheticis auf die sekretorische Funktion 
der Magendriisen in Angriff zu nehmen. 

Alles in allem glaube ich in der vorstehenden Untersuchung 
auf Grund der experimentell exakten Pawlowschen Methodik 
geniigend kasuistisches Material zusammengestellt zu haben, um 
die Wirkung des Jods auf die Driisentitigkeit des Magens als 


eine ungemein anregende charakterisieren zu kénnen. 
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Uber das Ko-Enzym des HefepreBsaftes. 


Von 
Eduard Buehner und Fritz Klatte. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 30. Januar 1908.) 


In mehreren vorliufigen Ver6dffentlichungen haben die 
Herren A. Harden und W. Young!) vor einiger Zeit mitgeteilt, 
daB die Girwirkung des HefepreBsaftes auf Zucker durch Zusatz 
von gekochtem, selbst nicht mehr girkriftigem PreBsaft, der im 
folgenden als Kochsaft bezeichnet werden soll, auBerordentlich 
gesteigert werden kann, und daran die Vermutung gekniipft, 
daB im Kochsaft ein besonderer Stoff vorhanden sei, ein sog. 
Ko-Enzym, dessen Anwesenheit fiir den Umfang der Garwirkung 
die gréBte Bedeutung besitze. Die englischen Forscher zeigten 
ferner, dafS man den frischen HefepreBsaft durch Anwendung 
eines feinporigen Filters, nimlich eines Martin - Gelatinefilters, 
in zwei Teile zu zerlegen vermag, welche beide fiir sich ohne 
Garwirkung auf Zucker sind; nach der Vereinigung des Riick- 
standes mit dem Filtrate tritt aber wieder die alte Garwirkung 
hervor. Endlich machten Harden und Young aufmerksam, 
daB man, ahnlich wie durch Kochsaft, auch durch Zusatz von 
sekundirem Natriumphosphat die Girwirkung des PreBsaftes 
betrachtlich zu steigern vermag, eine Tatsache, die schon friiher 
von A. Wroblewski*) und von Buchner’) in anderem Zu- 
sammenhang festgestellt worden war. Da die Alkaliphosphate 


1) The Journ. of Physiol. 32, Nr. 1, 1904; Proc. physiol. Soc., Nov. 1904; 
Proc. chem. Soc. 21, 189, 1905. 

2) Journ. f. prakt. Chem. (2) 64, 11, 1901. 

3) E. und H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung 1903, 141. 














EK. Buchner und F. Klatte: Uber das Ko-Enzym des HefepreBsaftes. 521 


dabei eine besondere Rolle spielen, lieB sich aus der merkwirdigen 
Beobachtung von Harden und Young schlieBen, wonach solche 
Zusitze nach Ablauf der PreBsaftgiirung durch die gewéhnliche 
Magnesiamischung nicht mehr fallbar sind und sich demnach 
nunmehr ahnlich verhalten, wie viele organische Phosphorsiure- 
verbindungen!). 

In Erginzung dieser mit englischer Oberhefe durchgefiihrten 
Untersuchungen konnte der eine von uns gemeinsam mit W. An- 
toni*) spater zeigen, daB auch der PreBsaft aus untergiriger 
Berliner Bierhefe ein ahnliches Verhalten aufweist. Auch hier 
velang es, durch Zusatz von fiir sich allein unwirksamem Koch- 
saft die Girwirkung des frischen PreBsaftes auf das Mehrfache 
zu steigern. Auch hier konnte der PreBsaft, und zwar durch 
tagelanges Dialysieren im Pergamentpapierschlauch, in einen 
nahezu unwirksamen Riickstand und ein ebenfalls unwirksames 
Dialysat zerlegt werden, die aber, nachdem das Dialysat auf das 
urspriingliche Volumen eingedampft war, wieder vereinigt, Zucker- 
lésung lebhaft vergoren. An Stelle von Natriumphosphat erwies 
sich auch eine organische Phosphorsiureverbindung, nimlich 
Lecithin, als aktivierendes Prinzip des PreBsaftes verwendbar. 
Hierdurch war festgestellt, daB nicht die alkalische Reaktion 
des sekundiren Natriumphosphats, wie der eine von uns friher 
glaubte*), die Steigerung der PreBsaftgirung auf Zusatz dieses 
Stoffes bedingt, sondern daB gerade die Phosphorsaure eine wich- 
tige Rolle bei der Zymasegirung spielt. Nachdem der Kochsaft 
durch Eindampfen und Gliihen, sowie durch vierstiindiges Er- 
hitzen mit Wasser auf 130° seine Wirksamkeit einbiiBt, und 
nachdem als Aktivator, wie oben erwaihnt, Lecithin dienen kann, 
kamen als Agens des Kochsaftes besonders auch organische 
Phosphorsiureverbindungen in Betracht. Es schien uns aber 
damals noch fraglich, ob dieses wirksame Prinzip des Kochsaftes, 
das vielleicht gar nicht so sehr komplizierter Natur war, zweck- 
maBig als Ko-Enzym bezeichnet werde. 


1) Auf derselben Ursache beruht offenbar, daB Natriumphosphat seine 


Fallbarkeit durch Uranylacetat einbiiBt, wenn man es mit dem Auszug 
aus girender Acetondauerhefe einen Tag stehen laBt (L. Lwanoff, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 50, 283, 1906). 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 136, 1905. 

3) Buchner und Hahn, Die Zymasegirung 1903, 140. 
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Inzwischen haben zwei ausfiihrliche Abhandlungen der 
Herren Harden und Young!) weitere Aufschliisse gebracht. 
Kinen wichtigen Fortschritt bedeutet, daB es gelungen ist, den 
Riickstand, der beim Filtrieren von girkriftigem HefepreBsaft 
durch ein Martin - Gelatinefilter zuriickbleibt und erst nach 
Zusatz von Kochsaft imstande ist, Zucker zu vergiiren, durch 
Eintrocknen im Vakuum und Zerreiben in ein hellgelbes Pulver 
zu verwandeln, das seine wesentlichste Eigenschaft, seine Gir- 
kraft nach Zusatz von Kochsaft und Zucker fiir eine betriichtliche 
Zeit bewahrt*). Mit dem so hergestellten ,,inaktiven Riickstand™ 
wurden eine groBe Anzahl von Versuchen ausgefiihrt. Besonders 
auffallend erscheint folgender*): Setzt man zu ,,inaktivem Riick- 
stand Zuckerlésung und gleichzeitig eine geringe Menge von 
Kochsaft, so tritt Girung ein, die aber nach einiger Zeit wieder 
aufhért. Wird nun abermals wenig Kochsaft zugefiigt, so beginnt 
die Gasentwicklung von neuem, um nach einiger Zeit wieder zu 
erlahmen. Hat man die Mengen von Kochsaft klein genug ge- 
wihlt, so kann der Kochsaftzusatz ein drittes Mal mit Erfolg 
wiederholt werden. Die englischen Forscher schlieBen daraus. 
daB das Ko-Enzym im PreBsaft allmiihlich eine Verainderung 
erleidet. Wenn in einem Gemische von ,,inaktivem Riickstand™ 
und Kochsaft von vornherein der’ Vorrat an Ko-Enzym ver- 
haltnismaBig klein ist, so verschwindet dieses vor der eigentlichen 
Zymase, so daB die Girwirkung nur durch Zusatz von Ko-Enzym, 
also von Kochsaft herbeigefiihrt werden kann, wihrend der Zu- 
satz von Zymase keinen Erfolg erziell. Harden und Young 
zeigten ferner, dab linger gestandener PreBsaft nicht mehr zur 
Herstellung von wirksamem Kochsaft dienen kann, d. h. nach 
dem Aufkochen den ,,inaktiven Riickstand auch bei Zucker- 
zusatz nicht mehr wirksam macht‘). Weiter ergab sich, dab 
das Ko-Enzym beim Aufbewahren des PreBsaftes rascher ver- 
schwindet bei Abwesenheit von Zucker als bei Anwesenheit von 
solehem; mit Zucker gestandener PreBsaft lieferte nach einigen 
Tagen wohl noch wirksamen Kochsaft, nicht aber der ohne 


1) Proc. Roy. Soc. B. 77, 405; 78, 369, 1906. 
2) A. a. O. 78, 369. 
3) A. a. O. 78, 371. 
4) A. a. O. 78, 372. 














Uber das Ko-Enzym des Hefeprefsaftes. 52: 
Zuckerzusatz gebliebene!). Die friiher von Buchner und An- 
toni’) geduBerte Vermutung, daB ein Teil der beschleunigenden 
Wirkung von Kochsaftzusatz auf die PreBsaftgirung wohl auf 
die mit steigendem Kochsaftzusatz sinkende Zuckerkonzentration 
zuriickzufiihren sei, wurde durch den Hinweis widerlegt, daB die 
Zuckerkonzentration durch entsprechendes Hinzufiigen von Zucker 
immer konstant erhalten worden war*). Endlich untersuchten die 
englischen Forscher noch die Frage, ob gewOhnliche phosphorsaure 
Alkalisaize den ,inaktiven Riickstand* befahigen, Zucker zu ver- 
giren, und kommen auf experimentellem Wege zu einer Ver- 
neinung‘). Hieraus wird gefolgert, daB die Versuche zwar noch 
kein Licht auf die wirkliche chemische Natur des Ko-Enzyms 
werfen, aber doch sehr wahrscheinlich machen, daB es nicht aus 
durch Magnesiamischung fallbaren Phosphaten besteht. 

Hier schlieBen nun unsere neuen Untersuchungen an. 
Ausgangspunkt fiir dieselben war die iberraschende Beobachtung, 
dab HefepreBsaft, welcher auf Zuckerzusatz seine Giarwirkung 
bei 22° ausgeiibt hat, und dabei nach viertagigem Géirungs- 
verlaufe in der gewOhnlichen Weise schlieBlich garunwirksam ge- 
worden ist, durch Zufiigen von Kochsaft, der selbst keine Gar- 
wirkung besitzt, regeneriert werden kann, infolgedessen die Kohlen- 
dioxydentwicklung nunmehr von neuem beginnt.  Hierdurch 
wird die Beobachtung der englischen Forscher, dai das Ko- 
Enzym aus dem PrefBsaft allmahlich verschwindet, auf anderem 
Wege und fiir Saft aus untergiriger Hefe bestatigt. Zugleich 
zeigt sich, daB der HefepreBsaft unter Umstinden ohne Wirkung 
auf Zucker sein kann, trotzdem Zymase vorhanden ist, namlich 
dann. wenn Mangel an Ko-Enzym herrscht. wie Ahnliches Har- 
den und Young schon mittels des sog. ,,inaktiven Riickstandes* 
festgestellt hatten. Endlich konnten wir Anhaltspunkte dafiir 
gewinnen, auf welche Umstinde das Verschwinden des Ko- 
Enzvms aus dem PrebBsaft zuriickzufiihren ist. Es miissen dafiir 
die eigenen Enzyme des Prebsaftes verantwortlich gemacht 


1) A. a. O. 78, 373. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 139, 1905. 

) A. a. O. 77, 405, 406. 

t) A. a. O. 374. Damit steht in Ubereinstimmung, daB Kochsaft aus 
autolysiertem PreBsaft, der selbstverstandlich gewéhnliche Phosphate in 
Menge enthalt, wie oben erwahnt, den,,inaktiven Riickstand* nicht aktiviert. 
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werden, und zwar scheinen hauptsiachlich Enzyme aus der Gruppe 
der Lipasen daran Schuld zu tragen. Somit nimmt die Wahr- 
scheinlichkeit zu, daB das wirksame Agens des Kochsaftes aus 
verseifbaren organischen Phosphorsiureverbindungen, etwa ge- 
wissen Phosphorsiiureestern besteht. Ob es sich dabei um Phos- 
phorsaureester von Zuckern oder deren Abbauprodukten handelt, 
eine Vermutung, die Harden und Young!) schon geauBert 
haben, und fiir die vielleicht auch die Arbeiten von L. lwanoff?*) 
sprechen, scheint einstweilen noch fraglich. 

Nachdem nunmehr sicher festgestellt ist, daB das wirksame 
Prinzip des Kochsaftes zwar im Gegensatz zur eigentlichen Zy- 
mase kochfest und dialysabel, aber wie jene durch Enzyme des 
PreBsaftes zerstérbar, und daB seine Gegenwart fiir die Gar- 
wirkung unentbehrlich ist, diirfte gegen die vorliufige Bezeichnung 
desselben als Ko-Enzym nichts mehr einzuwenden sein. 

Im einzelnen sind unsere Versuche folgende: Zunachst wurde 
in einer gréBeren Anzahl von Fallen festgestellt, daB PreBsaft, 
welcher seine Girwirkung auf Zucker bereits ausgeiibt hat und 
dabei nach einigen Tagen girunwirksam geworden ist, durch 
K\ochsaftzusatz von neuem Garwirkung erlangt. In zwei Ver- 
suchen (s. Tab. 1 u. IL) wurden so auf oftmaliges Hinzufiigen von 
Kochsaft hin noch ganz betriichtliche Mengen von Kohlendioxyd 
entwickelt; im einen ist es z. B. durch siebenmaligen Zusatz von 
Kochsaft, immer dann, wenn die Garwirkung bereits zu Ende 
gegangen war, gelungen, noch nachtraglich, allerdings innerhalb 
24 Tagen, die doppelte Girwirkung zu erzielen, wie sie urspriing- 
lich vorhanden gewesen. Die Girwirkung des frischen PreBsaftes 
betrug fiir 20 ecm 0,73 g CO,; durch stufenweisen Zusatz von 
120 cem Kochsaft war es méglich, noch 1,5 g, also tiber das 
Doppelte des urspriinglichen Kohlendioxyds zu entwickeln. Die 
wirklich entstandenen Mengen des Gases sind sogar noch etwas 
eréBer, da beim Offnen der GefiiBe, um den neuen Zusatz an 
Kochsaft zuzufiigen, immer ein Teil des Kohlendioxyds im Luft- 
raum verloren gegangen sein, und auBerdem wegen des ver- 
groBerten Fliissigkeitsvolumens mehr Kohlendioxyd in Lésung 
geblieben sein muB. Ahnlich verlief der zweite derartige Versuch 


1) Proc. Roy. Soc. B. 77, 418, 1906. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 285, 1906. 
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mit sechsmaligem Zusatz. Die Girkraft des urspriinglichen Pref- 
saftes war 0,96: durch die Kochsaftzusiitze wurden innerhalb 
25 Tagen noch 1,16 g Kohlendioxyd nachentwickelt. Ganz analog 
gestalteten sich zwei umfangreichere Versuche (s. Tab. IIT u. IV) 
mit Acetondauerhefe!). 2 g derselben mit Zuckerlésung in der 
gewohnlichen Weise bei 22° angesetzt, gaben nach 4 Tagen z. B. 
0,9 ¢ Kohlendioxyd; die nunmehr vollkommen erloschene Gar- 
wirkung konnte durch allmiahlichen Zusatz von Kochsaft wieder 
regeneriert werden, so da®B innerhalb 27 Tagen nochmals 1,11 g 
Kohlensiuregas entwichen. 

Kine Anzahl von aihnlich verlaufenen Versuchen wieder mit 
HefepreBsaft, aber mit nur ein- bis zweimaligem Kochsaftzusatz, 
sollen hier nicht einzeln aufgefiihrt werden; dagegen finden sie sich 
weiter unten ausfiihrlich beschrieben (s. Tab. V—VII). 

Fiir die Beurteilung der Versuchsergebnisse ist es ndotig, 
darauf besonders hinzuweisen, dafs die Antisepsis bei jedem 
Kochsaftzusatz durch Zufiigen kleiner Mengen von Toluol sorg- 
faltig aufrecht erhalten wurde. Da nicht lebende Mikroorganis- 
men die Ursache der neu auftretenden Gasentwicklung sein kénnen, 
dafiir spricht auch das rasche Einsetzen der Kohlendioxydbildung, 
bei den ersten Kochsaftzusitzen schon !/,—!/, Stunde nach dem 
Zusatz, und daB die Garwirkung schlieBlich vollstandig erlahmt 
trotz neuer Kochsaft- und Zuckerzusitze. Auch die negativ 
verlaufenen Versuche mit PreBsiften, welche der Selbstverdauung 
iiberlassen waren und dann auf Kochsaftzusatz keine Girwirkung 
mehr entfalteten (s. Tab. VIII), beweisen, dab die angewandten 
antiseptischen Mittel geniigten, um das Wachstum von Mikro- 
organismen hintanzuhalten. 

Die Versuche bedeuten also die Bestatigung der Annahme 
von Harden und Young, da das Girungsagens im Hefepref- 
saft aus zwei verschiedenen, unentbehrlichen Stoffen besteht, 
der eigentlichen Zymase und einem Ko-Enzym. Das letztere 
verschwindet aus dem PreBsaft, wahrend er seine Wirkung auf 
Zucker ausiibt. Ist diese Zerstérung eingetreten, so hilft auch 
die Anwesenheit von Zymase im PreBsaft nichts mehr; denn 
diese allein kann den Zucker nicht zerlegen. Fiigt man aber zu 


1) Die Herstellung dieses Priparates s. R. Albert, E. Buchner und 
R. Rapp, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2376. 1902; vgl. a. die Mono- 
graphie ,,Die Zymasegiirung™ 1903, 265. 
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der noch vorhandenen Zymase Kochsaft, d. h. Ko-Enzym zu, 
so beginnt die Girung aufs neue. Daraus ergibt sich die weitere 
Folgerung, daB unter Umstinden die Zymase im PreBsaft wider- 
standsfahiger oder in verhiltnismaBig gréBerer Menge zugegen ist 
als das Ko-Enzym, denn letzteres verschwindet unter gewissen Be- 
dingungen zuerst. Trigt man durch stets erneute Kochsaft- 
zusitze fiir Anwesenheit von Ko-Enzym Sorge, so bleibt die 
Girkraft wochenlang erhalten, und also offenbar die eigentliche 
Zymase ebensolang intakt. 

Vieclleicht war auch der gerade bei den linger dauernden 
Versuchen stets geiibte Zusatz von Rohrzucker bei jedesmaligem 
Zufiigen von Kochsaft giinstig fiir die Erhaltung des eigentlichen 
Gaérungsenzymes. Wir fragten uns deshalb, ob die Zymase im 
PreBsaft auch bei Abwesenheit von Zucker relativ bestindig ist. 
Kann man also durch Stehen ohne Zuckerzusatz girunwirksam 
gewordenen PreBsaft mit Hilfe von Kochsaft regenerieren? Drei 
austiihrliche Versuche (s. Tab. VIII) entscheiden im verneinenden 
Sinne. Bleibt HefepreBsaft ohne Zuckerzusatz drei Tage stehen, 
bis die eintretende Selbstgiirung vollstiindig voriiber ist, so laBt 
sich durch Zufiigen von Kochsaft und Zucker keinerlei Gar- 
wirkung herbeifiihren (und selbstverstandlich auch nicht durch 
Zuckerzusatz allein). Dann hat also die Zymase dauernd ihre 
Wirksamkeit verloren. Aber auch das Ko-Enzym ist, wie nach 
den obigen Mitteilungen zu erwarten stand, verschwunden: Man 
kann aus HefepreBsaft, der wihrend dreitagigem Aufbewahren 
ohne Zuckerzusatz die Selbstgirung und Selbstverdauung er- 
litten hat, keinen wirksamen Kochsaft herstellen; der daraus 
durch Kochen und Filtrieren erhaltene Saft ist nicht imstande, 
durch Stehen mit Zucker unwirksam gewordenen PreBsaft zu 
regenerieren (s. Tab. LX)!). 

1) Die Herren Harden und Young haben in einer Anzahl von Fiallen 
gezeigt, das man durch Zusatz von autolysiertem PreBsaft die Girwirkung 
von frischem PreBsaft steigern kann. Dasselbe 1aBt sich aber auch mit 
Hilfe von sekundiirem Natriumphosphat, von Lecithin und, wie unten 
gezeigt wird, von glycerinphosphorsaurem Natrium erreichen. Dazu bedarf 
es also nicht des Zusatzes von Ko-Enzym, so daB die eben erwahnten Ver- 
suche mit den obigen in keinem Widerspruch stehen. Wirklichen Kochsaft, 
der ,,inaktiven Riickstand“ regeneriert, kann man auch nach den Studien 
der englischen Forscher (Proc. Roy. Soc. B. 78, 372, 1906) aus autolysiertem 
PreBsaft, wie oben schon erwahnt. nicht mehr herstellen. 
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Von besonderem Interesse schien es uns, Anhaltspunkte 
dariiber zu gewinnen, durch welche Umstinde das Ko-Enzym 
aus dem PreBsaft verschwindet. Da8 fiir die allmihliche Ab- 
nahme der gesamten Girkraft des PreBsaftes beim Lagern im 
wesentlichen die Gegenwart von Verdauungsenzymen, speziell 
der Endotryptase, als Ursache zu betrachten ist, hat der eine 
von uns schon vor laingerer Zeit durch Nachweis des schiidlichen 
Kinflusses von zugesetztem Trypsin und ,,Pankreatin“ auf lagern- 
den PreBsaft wahrscheinlich gemacht!). Wir kamen daher auf 
die Vermutung, daB auch das Ko-Enzym im speziellen durch 
die Gegenwart der Endotryptase geschidigt werden kénnte. Es 
liegen bis jetzt vier Versuche vor, welche aber einer solchen An- 
nahme widersprechen; bei denselben wurde normal hergestellter 
oder durch Eindampfen konzentrierter Kochsaft 1—3 Tage bei 
22° unter Zusatz von Toluol mit Tryptase (Trypsin, bezogen 
von EK. Merck in Darmstadt) digeriert, hernach aufgekocht, 
filtriert und nach dem Erkalten zu girunwirksam gewordenem 
PreBsaft gesetzt. Gegeniiber der Regenerationswirkung von 
ebendemselben, jedoch nicht mit dem Verdauungsenzym _be- 
handelten Kochsaft machte sich dann nur ein sehr geringer 
Unterschied geltend (s. Tab. X). Eine erheblich schidigende 
Wirkung der Behandlung mit Tryptase war nur bei dem ersten 
Versuch zu bemerken, bei welchem die Regenerationswirkung 
des normalen Kochsaftes schon eine geringe gewesen war. Proteo- 
lytische Enzyme scheinen es demnach nicht in erster Linie zu 
sein, welche das Ko-Enzym zerstéren. Letzteres verschwindet 
aber aus dem PreBsaft beim Lagern (vgl. oben und Tab. IX). 
Zur nochmaligen Priifung dieser Frage haben wir in zwei Ver- 
suchen (s. Tab. XI) Kochsaft einen Tag lang digeriert mit durch 
Stehen ohne Zuckerzusatz unwirksam gewordenem Prebsaft, der 
nach oben Gesagtem selbst weder Zymase, noch Ko-Enzym enthalt. 
Nach dem Aufkochen und Filtrieren wurde das Praparat giir- 
unwirksam gewordenem PreBsaft zugesetzt: Es trat keine Regene- 
rationswirkung ein, wahrend derselbe Kochsaft mit demselben 
garunwirksam gewordenen PreBsaft, aber sofort nach dem Mischen 
aufgekocht und filtriert, starke Wirkung zeigte. Dadurch ist 


1) Buchner und Rapp, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 30, 2669, 1897; 
vgl. ferner die Monographie ,,Die Zymasegirung‘: 1903, 126. 
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von neuem bestiitigt, daB im PreBsaft Stoffe vorhanden sind, 
welche das Ko-Enzym vernichten. 

Die urspringliche Vermutung, daB das Ko-Enzym durch 
proteolytische Enzyme geschidigt werde, haben wir auch noch 
auf folgendem Wege gepriift: Durch Eindampfen von frischem 
HefepreBsaft im Vakuum erhilt man einen dickfliissigen ,,PreB- 
saftsirup, der beim Lagern seine Girkraft innerhalb etwa zwei 
Wochen verliert; dagegen zeigt er nach Monaten noch unvermin- 
derte Verdauungswirkung und verfliissigt Gelatine ebenso schnell 
wie urspriinglich.') In drei Versuchen (s. Tab. XII) wurde Koch- 
saft mit 36 Tage bzw. 6 Monate altem PreBsaftsirup 1—3 Tage 
bei 22° unter Toluolzusatz digeriert und diese Praparate nach 
dem Aufkochen und Filtrieren zu girunwirksam gewordenem 
PreBsaft zugesetzt. Beim Vergleiche mit der Regenerations- 
wirkung von ebendenselben Kochsiaften, die auch mit demselben 
PreBsaftsirup gemischt, aber dann sofort aufgekocht waren, ergab 
sich, daB der 36 Tage alte PreBsaftsirup das Ko-Enzym bei 
eintaigigem Digerieren zur Halfte, bei dreitagigem Digerieren 
volistandig vernichtet, wogegen der 1/, Jahr alte PreBsaftsirup 
den Kochsaft nicht geschidigt hatte. Die proteolytische Wirkung 
dieser beiden PreBsaftsirupe auf Gelatine war aber, wie be- 
sondere Versuche ergaben, die gleiche gewesen. Wihrend also die 
Endotryptase auch bei langem Lagern des PreBsaftsirups keine 
Verinderung erfahren hatte, war offenbar der Stoff, welcher fiir 
das Ko-Enzym verderblich ist, bei halbjahrigem Lagern vernichtet 
worden, vermutlich durch die proteolytischen Enzyme. Der nur 
36 Tage aufbewahrte PreBsaftsirup zeigte auch im Gegensatz zu 
dem ilteren dickfliissige Beschaffenheit und schied beim Erhitzen 
geronnenes Eiweif aus, d. h. er war durch die anwesende Endo- 
tryptase noch nicht so stark veriindert. 

Nachdem also die proteolytischen Enzyme fiir die Zerstérung 
des Ko-Enzyms nicht weiter in Frage kamen, muBte es sich um 
andere Enzyme des PreBsaftes handeln. Man konnte daran 
denken, daB vieileicht verseifende Agentien von Art der Lipasen 
jene Wirkung ausiiben. Durch die freundliche Vermittlung des 
Herrn Dr. E. Hoyer ist es uns méglich gewesen, diese Hypothese 


1) Hieriiber sollen ausfiihrliche Versuche demnichst in dieser Zeit- 
schrift veréffentlicht werden. 
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mit lipasehaltiger Emulsion aus Ricinussamen, wie sie von den 
Vereinigten Chemischen Werken, A.-G., Charlottenburg, zur 
Verseifung von Fetten in groBem MaBstabe verwendet wird, zu 
priifen. Zuniichst haben wir festgestellt, daB diese Lipase-Emulsion 
auf die zellfreie Girung durch frischen PreBsaft nur wenig schiadi- 
gend wirkt (s. Tab. XIII), so daB also in dieser Hinsicht keine 
Bedenken gegen ihre Anwendung bestehen. In zwei Versuchen 
wurde dann Kochsaft 3 Tage bei 37° bzw. 26° und in einem dritten 
1 Tag bei 37° mit Lipase-Emulsion digeriert; sodann erfolgte im 
einen Falle direkt, in den beiden andern nach dem Aufkochen 
und Filtrieren der Zusatz zu girunwirksamem Prebsaft. In allen 
drei Versuchen zeigte sich, dali die Wirkung des Kochsaftes 
schwer geschidigt war, wahrend derselbe Kochsaft, mit erhitzter 
Lipase-Emulsion behandelt, starke Regenerationswirkung aufwies 
(s. Tab. XIV). 

Es scheint demnach, da es sich bei dem Verschwinden des 
Ko-Enzyms im PreBsaft um die Wirkung von Lipasen handelt, 
wie solche in der Hefe wahrscheinlich vorhanden sind'). Dieser 
Befund erklirt auch, wie es kommt, daB man sowohl nach Harde » 
und Young, sowie nach unseren Beobachtungen, durch Zucker- 
zusatz das Ko-Enzym im Prebsaft konservieren kann. Die 
Gegenwart von viel Zucker verlangsamt erfahrungsgemiB die 
Wirkung der proteolytischen und wahrscheinlich auch der lipo- 
lytischen Enzyme. 

Da nach allem somit die Zerstérer des Ko-Enzyms Enzyme 
sind, gewinnt die schon mehrfach geiuberte Annahme an Wahr- 
scheinlichkeit, daB das Ko-Enzym vielleicht wesentlich aus einem 
organischen Phosphorsiureester besteht, der durch die Lipasen unter 
Abspaltung von Phosphorsiaure verseift werden kénnte*). Hier- 
durch wird einige Hoffnung auf weiteren Einblick indie 
héchst komplizierte Natur der Girungsenzyme erweckt. 

Der zu den beschriebenen Versuchen verwendete Kochsaft 
wurde fast immer durch Erhitzen von frischem PreBsaft auf dem 


1) Vgl. M. Delbriick, Wochenschr. f. Brau. 20, 66, 1903. 

2) Den raschen Ubergang der organisch gebundenen Phosphorsiure 
des HefepreBsaftes beim Stehen des letzteren in gewohnliche Phosphor- 
sdure hat schon M. Hahn (vgl. die Monographie: Zymasegirung 8. 305 ff.) 
festgestellt, war aber geneigt, diesen Vorgang auf die Endotryptase des 
PreBsaftes zuriickzufiihren. 








530 E. Buchner und F. Klatte: 


Wasserbad bis zum Gerinnen, Filtrieren, dann kurzes Aufkochen 
und nochmaliges Filtrieren dargestellt. Nur in wenigen Fallen 
gewannen wir den Kochsaft durch Erhitzen auf dem Wasserbad 
von frischer, (bis auf etwa 70° Wassergehalt) abgepreBter Hefe 
und darauf folgendes Zentrifugieren!). Einen Unterschied in der 
Wirksamkeit dieser beiden Kochsiafte haben wir nicht bemerkt. 
Was die Haltbarkeit betrifft, so 1aBt sich nur sagen, daB 10 Tage 
aufbewahrter Kochsaft noch wirksam war. 

Bei den ausfiihrlichen Versuchen mit PreBsaft und Kochsaft 
haben wir mehrmals einen merkwiirdigen Unterschied konsta- 
tieren kénnen, je nachdem der PreBsaft aus untergariger Bier- 
hefe, bezogen von Berlin oder Miinchen, hergestellt war (PreB- 
saft B bzw. M). Im allgemeinen scheint PreBsaft B durch Koch- 
saft in héherem Grade regeneriert zu werden wie PreBsaft M 
(vgl. Tab. VI), und Kochsaft aus Miinchener Hefe (Kochsaft M) 
fiir Regenerierungsversuche weniger geeignet zu sein wie solcher 
aus Berliner Hefe (Kochsaft B, vgl. Tab. Vla). Die PreBsifte 
aus Berliner und aus Miinchener Hefe diirften sich demnach nicht 
nur durch ihre oft sehr verschiedene Garwirkung, sondern auch 
durch ihren Gehalt an Ko-Enzym, Endotryptase und Lipase 
unterscheiden. 

Vielleicht liegt in der Eigenart der angewandten Hefen, die 
in ihrem Enzymgehalt zum Ausdruck kommt, auch die Ursache, 
weshalb die Herren Harden und Young bei der Entdeckung 
des Ko-Enzyms erfolgreicher waren als der eine von uns, obwohl 
Versuche mit Kochsaft von letzterem, allerdings eben mit Preb- 
saft und Kochsaft aus Miinchener Hefe, schon vor vielen Jahren 
angestellt wurden?). Umgekehrt ist die Tatsache, daB PreBsaft, 
welcher seine Garwirkung auf Zucker ausgeiibt hat und dabei 
unwirksam geworden ist, durch Kochsaft regeneriert werden 
kann, den englischen Forschern entgangen. Harden und Young 
wehren sich vor kurzem in einer ,,Berichtigung‘**) ausdriicklich 


1) Andere Wege zur Darstellung von wirksamem Kochsaft s. Harden 
und Young, Proc.-Roy. Soc. B. 77, 406, 1906; Buchner und Antoni, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 138, 1905. 

2) Buchner und Rapp, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 2093, 1899, 
Nr. 258 u. 265; vgl. die Monographie ,,Die Zymasegiirung 1903, 200, 
Nr. 536 u. 543. 

3) Biochem. Centralbl. 6, 888, 1907. 
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dagegen, da sie solches festgestellt hatten, was von J. Meisen- 
heimer in einem Sammelreferat!) irrtiimlich aus ihren Versuchen 
abgeleitet worden war. Fiir derartige Experimente eignet sich 
offenbar der PreBsaft aus englischer Oberhefe nicht, besonders 
gut aber der aus Berliner untergiriger Bierhefe?), ein Beweis 
dafiir, wie notwendig es ist, daB solche Versuche auf breitester 
Grundlage und mit den verschiedensten Heferassen durchgefiihrt 
werden. 

Das Ko-Enzym des HefepreBsaftes ist, da es durch ein 
Gelatinefilter hindurch geht und durch Pergamentpapier dialysiert, 
jedenfalls in Wasser léslich. Bei der Art der Herstellung des 
PreBsaftes, beim Auspressen der zerriebenen Hefezellen, muBte 
demnach das vorriitige Ko-Enzym hauptsachlich in den PreBsaft 
iibergehen, wahrend der riickstandige PreBkuchen verhialtnis- 
maBig arm daran sein konnte. Dagegen war es denkbar, dab der 
Riickstand noch groBe Mengen des eigentlichen Girungsenzyms, 
der Zymase, vielleicht in nicht geléstem Zustand enthielt. Dafur 
scheint die Tatsache zu sprechen, daB nach R. Albert’) mit 
HefepreBsaft nur etwa der fiinfte Teil jener Gairwirkung zu er- 
zielen ist als mit Dauerhefe, hergestellt aus derselben Hefemenge 
wie der PreBsaft. Wir haben versucht, iiber diese Verhialtnisse 
einigen AufschluB zu gewinnen durch Zerreiben von riickstindigem 
PreBkuchen mit Kochsaft und abermaliges Auspressen. In zwei 
Fillen (s. Tab. XV) wurden auf diese Weise sehr erhebliche 
Mengen von recht wirksamem Prebsaft gewonnen, z. B. beim 
etwas besser verlaufenen ersten Versuche, nachdem aus | kg 
Hefe in der gewdhnlichen Weise 490 ccm PreBsaft dargestellt 
waren, welche nach der Priifung mit Rohrzucker 34 g Kohlen- 
dioxyd zu liefern vermochten, durch Zerreiben des PreBkuchens 
mit 300 ccm Kochsaft und Abpressen noch 330 ccm zweiter 


1) Biochem. Centralbl. 6, 4, 1907. 

2) Es muB hier bemerkt werden, daB unter allen unseren Versuchen 
indessen einmal auch ein Fall eintrat, in welchem nach Stehen mit Zucker, 
also nach Ausiibung der Girkraft, girunwirksam gewordener PreBsaft B 
auf Zusatz von Kochsaft B sowohl als auch von Kochsaft M sich nur in 
sehr geringem Grade regenerieren lieB, eine Tatsache, die wir nicht weiter 
erkliren kénnen, aber auf die Beschaffenheit der angewandten Hefe zu- 
rickfiihren. 


3) Ber. d. Deutsch, chem. Ges. 33, 3777, 1901. 
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Auszug, welche mit Zucker versetzt 22 g Kohlendioxyd zu 
entwickeln imstande waren, also ungefihr zwei Drittel der im 
urspriinglich dargestellten PreBsaft vorhandenen Garkraft  re- 
prasentierten'). Die im zweiten Auszug anwesende Zymase 
stammt aus dem PreBkuchen, das vorhandene Ko-Enzym aber 
der Hauptsache nach wohl aus dem Kochsaft. Durch mehr- 
mals wiederholtes Extrahieren des PreBkuchens mit Kochsaft 
wiirde man vielleicht feststellen kénnen, ob der Zymasevorrat 
allmihlich erschépft werden kann; dariiber sind Versuche be- 
absichtigt. 

Die Vermutung, daB im Ko-Enzym vielleicht organische 
Phosphorsiureester vorliegen, hat es wiinschenswert erscheinen 
lassen, auBer dem Lecithin auch noch andere organische Phosphor- 
siureverbindungen beziiglich ihrer Wirkung auf girenden Preb- 
saft zu priifen. Glycerinphosphorsaures Natrium, angewandt in 
der 75prozentigen wasserigen Lésung des Handels*), erhéhte die 
Garkraft des PreBsaftes sehr stark, bei gréBeren Zusaitzen auf 
iiber das Doppelte (vgl. Tab. XVI), und erwies sich beim direkten 
Vergleich mit Lecithin und sekundirem Natriumphosphat als 
ungefahr ebenso wirksam wie diese (s. Tab. XVII). Dagegen 
zeigte sich allerdings, daB durch Ausiibung der Girtitigkeit auf 
Zucker giirunwirksam gewordener HefepreBsaft durch Zusatz 
von glycerinphosphorsaurem Natrium nicht regeneriert werden 
kann, ebensowenig wie durch Hinzufiigen von reiner Zucker- 
lésung (s. Tab. XVIII). AuBerdem wurde auch die Wirkung 
von Phytin’), angewandt als Phytin pur., welches als saures 
Calciummagnesiumsalz bezeichnet wird und als neutrales Natrium- 
salz, Priiparate, die wir dem freundlichen Entgegenkommen der 
Fabrikanten Gesellschaft fiir Che mische Industrie in Basel 
verdanken, auf die zellfreie Girung untersucht (s. Tab. XIX). 


1) Ahnliche, aber lange nicht so giinstige Resultate wurden schon 
friiher beim Extrahieren von riickstindigem PreBkuchen mit Wasser 
erhalten; s. Buchner und Rapp, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 
2087, 1899; vgl- auch die Monographie ,,Die Zymasegiirung’ 1903, 
88—92. 

2) Bezogen von R. Schering, Berlin. 

3) Isoliert aus Reis (Suzuki und Yoshimura, Chem. Centralbl. 1907, 
IT, 1636) und aus Gerste (W. Windisch, Jahrb. d. Versuchs- u. Lehranst. 
i. Brau. 10, 56, 1907). 
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Hier ergab sich eine starkschidigende Wirkung, auch verhaltnis- 
maBig geringer Zusitze. Insbesondere bei Zugabe von Phytin pur. 
triibten sich die Fliissigkeiten bald; die betrachtliche Gerinsel- 
ausscheidung und die stark saure Reaktion machen es wabhr- 
scheinlich, daB Phytin durch die Enzyme des PreBsaftes sehr 
rasch unter Bildung von viel freier Saure gespalten wird, welche 
auf die PreBsaftgirung nachteilig einwirkt. Der bei der Spal- 
tung héchstwahrscheinlich auftretende Inosit wirkt, wie uns ein 
besonderer Versuch zeigte, nicht schadigend auf die zellfreie 
Garung. 

Endlich sind unten auch noch einige Versuche beschrieben, 
welche den EinfluB von primirem Kaliumphosphat fiir sich 
(s. Tab. XX) und im Vergleich mit sekundirem Salz (s. Tab. X X1) 
auf die Girung durch HefepreBsaft zeigen, woriiber Feststellungen 
bisher noch fehlten. Sie ergaben, daB nur Zusiitze von 2,5%, 
des Monokaliumphosphats fiir die ersteZeit eine Beschleunigung 
der Girwirkung herbeifiihren, daB aber gréBere Mengen stark- 
schadigende Wirkung ausiiben, wahrscheinlich infolge der sauren 
Reaktion. Das sekundire Kaliumphosphat wirkt bei weitem 
giinstiger. 

Der Schulthei®B- Brauerei, A.-G., Berlin, welche uns 
durch die Lieferung vorziiglicher Hefe unterstiitzt hat, méchten 
wir auch an dieser Stelle unsern besten Dank zum Ausdruck 
bringen. 


Experimentelles. 


Die Anordnung der Versuche erfolgte im allgemeinen wie 
friiher beschrieben. Die Menge des entwickelten Kohlendioxyds 
wurde gewichtsanalytisch durch die Verlustmethode, unter An- 
wendung eines Meiblschen Girventils, festgestellt. Das Ventil 
war bei allen Versuchen mittels eines Glasschliffes auf die Erle n- 
meyer- Kélbchen aufgesetzt, da es sich herausgestellt hatte, 
daB durch Gummistopfen hindurch allmahlich ein kleiner Toluol- 
verlust stattfindet. Als Antisepticum diente immer Toluol, von 
welchem jeweils bei den Zusitzen abermals kleine Mengen zugefiigt 
wurden. Alle Girversuche kamen in Thermostaten bei 22° zu 
stehen. Immer wurden zwei Parallelversuche angestellt, welche 
sich gegenseitig kontrollieren. 

35* 
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Herstellung der Garkraft von gdrunwirksam gewordenem Pre f3- 
saft durch Zusatz von Kochsajt. 


Der erste Versuch sei etwas ausfiihrlicher beschrieben. Zu- 
nachst wurde mit dem frischen PreBsaft eine Garkraftbestimmung 
in der gew6hnlichen Weise ausgefiihrt. 20 ccm Prefsaft + 8 g 
tohrzucker + 0,2 cem Toluol lieferten bei 22° nach 3 Tagen 0,73 g 
Kohlendioxyd. Die Garkraft war nun erschépft, denn innerhalb 
des dritten Tages war nur 0,01 g Kohlensiuregas entwichen. 
Nunmehr, also nach einem Giarverlaufe von 3 Tagen, erfolgte 
Zusatz von 20 ccm Kochsaft + 4 g Rohrzucker + 0,2 cem Toluol. 
Innerhalb 3 Tagen entwichen jetzt abermals 0,32 g Kohlendioxyd, 
und zwar wieder am dritten Tage nur 0,01 g, so daB die Gar. 
wirkung nach 3 Tagen wieder erloschen war. Nun erfolgte ein 
zweiter Zusatz von 10 ccm Kochsaft + 2 g Rohrzucker + 0,2 ecm 
Toluol. Hierauf entwickelte sich abermals Kohlendioxyd, aber 
in 2 Tagen nur 0,17 g, davon am zweiten nur 0,02 g. Nun wurde 
mit den Zusitzen von Kochsaft nach 2 oder 3 oder 4 oder 5 Tagen 
fortgefahren, immer dann, wenn die Garwirkung fast ganz er- 
loschen war. Dabei kamen nicht nur der gewéhnliche Kochsaft, 
sondern in vielen Fallen auf dem Wasserbad eingedampfter kon- 
zentrierter Kochsaft oder Kochsaftsirup zur Verwendung, und 
es zeigte sich, daB die Gasentwicklung wieder um so starker 
wurde und um so linger anhielt, je mehr und je konzentrierteren 
Kochsaft man zusetzte. Schon nach sechsmaligem Zufiigen von 
Kochsaft, das im ganzen nach 21 Tagen erfolgte, war eine wesent- 
liche Wiederherstellung der Garkraft nicht mehr zu konstatieren, 
auch der siebente Zusatz von Kochsaft ergab kein besseres Re- 
sultat mehr. Es ist demnach anzunehmen, daB innerhalb dieser 
langen Zeit die Zymase des urspriinglichen PreBsaftes zerstért 
war, so daB weiterer Zusatz von Ko-Enzym ohne Wirkung blieb. 
Im ganzen betrug die nach dem ersten Unwirksamwerden des 
Saftes entwickelte Menge von Kohlendioxyd innerhalb von 25 Tagen 
noch 1,5 g, wihrend die urspriingliche Garkraft nur 0,73 g be- 
tragen hatte. Es sei bemerkt, daB der angewandte PreBsaft 
aus Berliner Hefe hergestellt war, wahrend fiir die Gewinnung 
des Kochsaftes zum Teil Berliner, zum Teil Miinchener Hefe 
gedient hatte. Die Versuche sind in der Tabelle I zusammen- 


gestellt 
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Tabelle I. 
Regenerierung von girunwirksam gewordenem Prebsaft B 
durch Kochsaft in siebenmaligem Zusatz. 





Zeitpunkt’ kK ohlendioxyd in g nach Tagen 
des Zu- 
satzes nach 
) ) 
Tagen . , 4 , 
Garkraftbestimmung: 20 ccm 
PreBsaft -+- 8 g Rohrzucker ae 0,55 | 0,72 ; 0,73 - 
-0,2cem Toluol . .. 0,55 | 0,71 | 0,73 
1. Zusatz: 20 ecm Kochsaft 
-4@ Rohrzucker . . . = 0,28 ; 0,31 | 0,32 
+0,2cem Toluol . . . . 0,27 0,30 | 0,31 
2 Zusatz: 10 ccm Kochsaft 
\-2 @ Rohrzucker . . . m 0,15 0,17 - 
‘-Q2 ccm Toluol . .. 0.14 015 — 
3. Zusatz: 10 cem Kochsaft- 
sirup’) +- 2g Rohrzucker . a 0,21 | 0,31 — 0,38 | 0,42 
+ Q2eem Toluol . . . . 0.20 0,30 — | 036 0,40 
4. Zusatz: 30 cem konz. Koch- 
saft*) 4-6 g Rohrzucker . " 0,09 0,18 | 0,24 | 0,29 
~ 
+0,2 ccm Toluol ... 0,09 020 0,26 | 0,30 
5. Zusatz: 15 eem konz. Koch- 
saft*)-- 4 g Rohrzucker . 4 0,06 | 0,13 | 017 | 019 | — 
+02cem Toluol . .. 0,06 013 O17 | 0,20 
6. Zusatz: 15 eem konz. Koch- 
saft*‘)-+ 4 g Rohrzucker . 4 0.04 0,06 , 0,07 
+-0.3cem Toluol . .. 0.04 0,06 0,07 
7. Zusatz: 20 cem konz. Koch- 


saft®) + 4 g Rohrzucker 0,03 0,04 0,05 | 0,05 
0,2 ccm Toluol . . . " 0,03 0,04 | 0,05 | 0,05 , — 
‘) Durch Eindampfen erhalten, entsprechend 45 ccm normalem Kochsaft. 
*) Desgl., 60 cem normalem Kochsaft entsprechend. 
') Desgl., 60 . 
*) Desgl., 60 , 
Desgl., 40 


Ein zweiter ausfiihrlicher Versuch mit PreBsaft aus Berliner 
Hefe und Kochsaft aus Miinchener Hefe bei sechsmaligem Zusatz 
von letzterem ist in Tabelle II wiedergegeben. Die Anordnung 
war eine ganz ahnliche wie oben beschrieben, so daB ausfiihrliche 


Angaben dariiber unnétig erscheinen. Die Giirkraft des ver- 
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wendeten PreBsaftes betrug 0,96 g Kohlensiuregas, wahrend 
durch den sechsmaligen Kochsaftzusatz hernach noch 1,16 g 


Kohlendioxyd ausgetrieben wurde. 


Tabelle II. 


Regenerierung von garunwirksam gewordenem PreBsaft B 


durch Kochsaft M in sechsmaligem Zusatz. 





Zeitpunkt 
des Zu- 
satzes nach 
Tagen 

Garkraftbestimmung: 20 ccm | 

PreBsaft + 8 g Rohrzucker | 0,74 

+0,2cem Toluol . . .| 0,71 
1. Zusatz: 20 ccm Kochsaft- | 

sirup’) -+- 4 g Rohrzucher | 4 0,22 

+0,2cem Toluol ... 0,21 
2. Zusatz: 15 cem konz. Koch- | 

saft®)+-4 g Rohrzucker | . 0,04 

+0,3 ccm Toluol . . .| . 0,04 
3. Zusatz: 20 cem konz. Koch- 

saft*)-+- 4 g Rohrzucker | 0,08 | 

+ 0,2 cem Toluol 7 0,08 
4. Zusatz: 10 cem konz. Koch- | 

saft)+ 2g Rohrzucker | 0,03 

4+0,lcom Toluol . . «| * 0,03 
5. Zusatz: 15 ecm konz. Koch- 

saft®) +- 3 g Rohrzucker - - 

+0,2ccm Toluol . . .) ” | — 
6. Zusatz: 20 cem konz. Koch- 

saft®) + 4 g Rohrzucker 0,03 

+0,2cem Toluol . . ., ‘ 0,03 


9 
0.95 
0,93 


0,38 
0,36 


0,07 
0,08 


0,13 
0,13 


0,05 
0,05 


0,06 
0,05 


0,05 
0,05 


3 
0,97 
0,94 


0,48 
0,48 


0,09 
0,10 


0,17 


| 0,16 | 


0,07 
0,07 


0,08 
0,07 


| 0,07 | 


| 0,07 


0,20 
0,19 


0,09 
0,09 


Kohlendioxyd in g nach Tagen 


— |} 


0,09 | 0,11 
0,09 | 0,11 


') Durch Eindampfen erhalten, entsprechend 90 ccm normalem Kochsaft. 


*) Desgl., 60 ccm normalem Kochsaft entsprechend. 


*) Desgl., 40 , ic ‘ 
*) Desgl., 20, = - 
*) Desgl., 30 ,, * 
*) Desgl., 40. ‘ 


Herstellung der Garkraft von garunwirksam gewordener Dauer- 
hefe durch Kochsaft. 


Die Versuche der Tabellen III und IV sind ganz ahnlich 
ausgefiihrt, wie die bisher beschriebenen, nur kam an Stelle von 
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HefepreBsaft durch Aceton getétete Dauerhefe zur Anwendung. 
Bei dem Versuche der Tabelle III betrug die in der gew6hnlichen 
Weise bestimmte Girkraft der Dauerhefe 0,90 g Kohlendioxyd. 
Durch sechsmaligem Zusatz von konzentrierten Kochsaften wurden 
innerhalb 27 Tagen noch 1,12 g Gas nachtriglich entwickelt. 

Die Girkraft der Dauerhefe des Versuches der Tabelle 1V 
war urspriinglich 0,67 g Kohlendioxyd, wihrend nach dreimaligem 
Kochsaftzusatz innerhalb 16 Tagen 0,74 g Kohlendioxyd nach- 
traglich entwickelt wurden. 

Tabelle III. 
Regenerierung von girunwirksam gewordener Dauerhefe durch 
Kochsaft in sechsmaligem Zusatz. 





Zeitpunkt 


Kohlendioxyd in g nach Tagen 
des Zu- 
satzesnach 
Tagen 2 3 4 5 6 
Garkraftbestimmung : | 
2g Dauerhefe + 4g Rohr- 
zucker -+- 10 ccm Wasser - 0,41 0,76 0,88 090; — 
+0,2ccm Toluol . . . 0,41 0,77 | 0,89 0,91! — 
1. Zusatz: 10ceem konz. Koch- 
saft') +- 2 g Rohrzucker 4 0,12; — | 0,29 | 0,35 
+ 0,2 cem Toluol ‘ 0,12; — |0,29 035) — 
2. Zusatz: 10 eem konz. Koch- 
saft?) + 2 g Rohrzucker 4 0.08 | 0,15 | 0,21 0,26 
+.0,2 cem Toluol 0,07 0,13 0,20 0,24 — 
3. Zusatz: 10cem konz. Koch- 
saft®) 4-2 ¢ Rohrzucker 4 0,04 | 0.09 015 0,20 | 0,24 0,26 


+ 0,2 cem Toluol 
. Zusatz: 20 cem konz. Koch-| | 
saft*) + 4 g Rohrzucker . 0,03 | 0,07 | 0.10 | 0,13 | 0,14 | 0,16 
+- 0,2 cem Toluol | 0,03 0,07 0,10 0,13 | 0,15 0,17 
. Zusatz: 10 cem konz. Koch-' 
saft®) + 2 g Rohrzucker 


0,04 | 0,08 | 0,14 | 0,20 | 0,24 | 0,26 


= 


or 


0,03 | 0,03 | 0,05, — a 


1O,lccm Toluol . . .| °  (0,02)0,03/005| —| — , — 
6. Zusatz: 15 ecm konz. Koch- 

saft®) +- 3 g¢ Rohrzucker e | 0,02 | 0,03 0,04) — 

+02cem Toluol .. . " — |0,03  0,04'0,04 — 


‘) Durch Eindampfen erhalten, entsprechend 30 ccm normalem Kochsaft. 
*) Desgl., 20 cem normalem Kochsaft entsprechend. 

3) Desgl., 40, ‘i - . 

*) Desgl., 40 _,, . “ ‘ 

*) Desgl., 20 , a . = 

*) Desgl., 30, ‘ n ” 
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Tabelle IV. 


Regenerierung von garunwirksam gewordener Dauerhefe durch 
Kochsaft in dreimaligem Zusatz. 








Zeitpunkt Kohlendioxyd in g nach Tagen 
des Zu- 
satzesnach ; | 
Tagen 2 3 | 4 >|/6;7); 8110 
Garkraftbestimmung : 
2 g Dauerhefe + 4¢ Rohr- 
zucker + 10cem Wasser 7 0,31 0,55'0,66'0,67' — | — — 
0,2 cem Toluol . ; 0,30 0,55 0,67 0,67. - —|—|— 
1. Zusatz: 15 cem konz. Koch- 
saft') +3 g¢ Rohrzucker 4 0,10 — 0,28 0,37 0,43 0,49 0,53 0,57 0,61 
1-Q.2cem Toluol . . 0,11) — 0,29.0,37 0,45'0,51 0,55 0,59 0,64 
2. Zusatz: 20 cem konz. Koch- 
saft?) -- 4 ¢ Rohrzucker 10 0,02 0,04 0,06.0,08 — —,--|— 
+-0.2 cem Toluol . . 0,02 0,04 0,060,008 — — - 
3. Zusatz: 20 cem konz. Koch- 
saft*) +- 4 ¢ Rohrzucker 4 0,01 0,01 —-|— - —_j|— 
+0,2cem Toluol ... 0,020,02 — —j|—|- 


') Durch Eindampfen erhalten, entsprechend 30 ccm normalem Kochsaft. 
*) Desgl., 40 ecm normalem Kochsaft entsprechend. 
') Desgl., 40, i ‘ n 


Weitere Regenerierungsversuche mit gérunwirksam gewordenem 
PreBsaft. 


Wiihrend die bisherigen Regenerierungen von girunwirksam 
gewordenem PreBsaft dureh Zusatz von Kochsaft nach 3 oder 
4 Tagen stattgefunden hatten, beweisen zwei weitere Versuche 
(Tab. V), daB auch nach 5 bzw. 7 Tagen eine Herstellung der 
Girkraft durch Kochsaftzusatz noch zu erreichen ist, was zum 
Beweise der Bestindigkeit der Zymase Interesse besitzt. Bei 
beiden Versuchen erfolgte nur einmaliger Zusatz von Kochsaft, 
so daB die Tabelle, wie alle folgenden und im Gegensatz zu den 


bisherigen, von links nach rechts gesetzt werden konnte. 
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Tabelle V. 
tegenerierung von garunwirksam gewordenem PreBsaft B 
durch Kochsaft B. 


Kohlendioxyd ing 





Kohlendioxyd 


Ys bree setim- Zusat . . 
Garkraftbestim nach Tagen Susats ing nach Tagen 
mung des urspriing- 
lichen PreBsaftes ‘ . ’ nach F i 
a 1 2 3 4 von Genes 1 2 3 
0 PreBsaft | 20 cem normalem 
20 com Prebsa : a ae “ , . . " - 
- hromeker 0:62 077 ,0,79 0,79 Kochsaft 0,15 0,17 0,17 
+ Sg Rohrzucke ; peas yg at _ a as 
0,61 0,77 0,78 0,78 +- 4g Rohrzucker 0,15 0,17 0,17 


0.2 cem Toluol : : 
-+-0,2 cem Toluol 


0,62 0.76 
0,63 0,78 


0,77 0,78 
0.80 0.80 


0,09 0,10 0,10 
0,10 0,11) 0,11 


Desgl. Desg]. 

Die Tabellen VI, VIa und VII geben vergleichende Ver- 
suche wieder mit Prefsiften aus Berliner und Miinchener Hefe 
und mit Kochsiften der gleichen Herkunft. Der Zusatz von 
Aus Tabelle VI ergibt 
sich in vier Doppelversuchen, da der PreBsaft aus Berliner Hefe, 


Kochsaft erfolgte nur ein- bzw. zweimal. 


nachdem er giirunwirksam geworden ist, durch Zusatz von Koch- 
saft sich besser regenerieren liBt als der PreBsaft aus Miinchener 
Hefe. 
Prelisaftes B (aus Berliner Hefe) zwei- bis viermal so stark als 


In allen vier Fallen war die Girwirkung des regenerierten 


die regenerierte Girwirkung des PreBsaftes M (aus Miinchener 
Hefe dargestellt). 
Tabelle VI. 
Aegenerierung von PreSsiften aus Miinchener und Berliner Hefe 
durch Miinchener und Berliner Kochsaft. 





Herkunft 





z Kohlendioxyd Kohlendioxyd 
¢ ces in g nach Tagen in g nach Tagen 
&,/$is Garkraft- dh dives . Zusatz = _— 
2i3i¢ bestimmung nach 4 Tagen von 
Fliaié 1/2/38 )4 1;2/;8)]4 
Flgis 
1.7 90.2904 RVO.5F 
la} B 20 cem PreBsaft v4 890,890,90 20 cem Prebsaft 0,400,500,55 
0,7710,88:0,89.0,89 — 0,42,0,500,55 
B +8gRohrzucker K -+- 4g Rohrzucker = 
| a2 Tol 0:98}1,2211,25)1,26 as Tol 10:08 0,090,12 
b| M +- 0,2 cem Toluo 1,0011,25 1,271.27, + %2ecm To uo 0,02 — (0,060.09 
| | 
mF 0,800,930,940,94 0,100,11/0,110,11 
0,80.0,940,940,94 0,100,11'0,110,11 
M Desg]. Desg!. | 
. 0,84,1,12)1,191,20 0,02 0,02,0,03 0,03 
b| M 0.85 1.131.191.20 0,02,0,03,0,03 0,03 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 





= —_— Kohlendioxyd Kohlendioxyé 
5 2 | ‘ 8 Garkraft- in g nach Tagen — in g nach Tagen 
=| Sis bestimmung nach 4 Tagen von | 
5|/4/4 1isisia 1j/2/3/4 
=_ A ~ 7 ' Se 
9 Fi . 5 
3a' B 20 ccm PreBsaft 0,820,950,960,96 20 cem PreBsaft 0,140,160,170,17 
0,81 0,95 0,96 0,96 0,140,160,170,17 
M +8gRohrzucker _ + 4g Rohrzucker a 
»| M OS ccan Tel 0:87 1,18 1,241,25 0.2cem Toluol 0,02 0,04.0,05 0,05 
| + 0,2cem Toluol 6 §9 1 171,931.94 +9:2cem Toluol 9 99 930.040,04 
eal ae | 0,790,900,900,90 — 0,250,280,29 
0,770,890,900,90 — (0,230,270,28 
M Desgl. a Desgl. | 
»| oe 0,95 1,20 1,23 1,24 0,02, — 0,110,14 
es 1,00 1,24 1,26 1,26 0,02, — 0,080,09 


Beim Vergleiche des Versuches 1 mit 2, 3 und 4 der Tabelle 
scheint es ferner walrscheinlich, daB der Kochsaft aus Miinchener 
Hefe sich weniger fiir Regenerierungsversuche eignet wie der aus 
Berliner Hefe. Diese Vermutung wird bestitigt durch die Zu- 
sammenstellung in Tabelle VIla, welche die Versuche la und 4a 
der Tabelle VI, die mit demselben PreBsaft B ausgefiihrt sind, 
aber, einmal unter Anwendung von Kochsaft B, das andere Mal 
unter Anwendung von Kochsaft M, direkt nebeneinander stellt. 
Die Regenerierung durch Kochsaft B erreichte fast die doppelte 
Hohe wie die durch Kochsaft M. 


Tabelle Vla. 


Vergleichende Regenericrung desselben girunwirksam ge wordenen 
PreBsaftes B durch Kochsaft B und M. 





! 


Garkraft: 20 ccm PreBsaft + 8 g | Zusatz: 20 ccm Kochsaft + 4¢ 
Rohrzucker + 02ccm Toluo! | Herkunft des zu Rohrzucker + 0,2 ccm Toluol 
Kohlendioxyd in g nach Tagen gesetzten Koch- Kohlendioxyd in g nach Tagen 


as, eh s safts 
1 | 2 i 4 | 1 2 E. 4 
0,77 | 0,89 | 0,89 | 0,90 | . | — | 040 | 0,50 | 0.55 
0.77 | 0.88 | 0.89 | 0,89 | | — | 042 | 0,50 | 0,55 
0,79 | 0,90 | 0,90 | 0,90 | " | — | 0,25 | 0,28 | 0.29 
0,77 | 0.89 | 0,90 | 0,90 | ' — | 0.23 | 0,27 | 028 
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Man wird sich allerdings hiiten miissen, aus diesen Resultaten 
allzu weitgehende Schliisse zu ziehen, da vielleicht bei anderem 
physiologischen Zustand der betreffenden Hefen zu anderer 
Jahreszeit usw. andere Resultate erhalten worden wiren. Dab 
man itbrigens auch giirunwirksam gewordenen Prefsaft aus 
Miinchener Hefe regenerieren kann, beweisen die beiden Versuche 
der Tabelle VII, bei welchen ein- bis zweimaliger Zusatz von 
Berliner Kochsaft erfolgte. 


Tabelle VII. 


Regenerierung von PreBsaft aus Miinchener Hefe durch Berliner 
Kochsaft bei zwei- bezw. einmaligem Zusatz. 





| Garkraft: 20 cem Pre- | Zusatz nach 4 Tagen: | Zusatz nach 4 Tagen: 20 ccm 


o 

a i. oneker | 20 cem konz. Kochsaft') konz. Kochsaft*) 

2 = pt te oe +4 ¢ Rohrzucker +4¢ Rohrzucker 

Z ee em +- 0,2 cem Toluol +-02eem Toluol 

S | Kohlendioxyd in g nach I Kohlendioxyd in g nach Kohlendioxyd in g nach 

= | Tagen Tagen Tagen 

> | a : 9 ‘ r 
cis 3 4 \ | 2 3 4 1 2 3 4; 5 

A | 1,11 1,54 1,64 1,66 - 0,27/0,34 0,35 0,07 0,15 0,22) — |0,31 
} 1,10) 1,53 | 1,63 / 1,64'! — (0,22 0,280.30 0,07 0,14 0,20; — {0,29 

U1. |0,80| — | 1,22|1,23/ 0,29/ 0,46 10,58 0,64) —  — — | 
0,78} — | 1,20] 1,20 '0,27|0,42 0,54 0.61 , due 


') Durch Eindampfen erhalten, entsprechend 40 ccm normalem Kochsaft. 
*) Desgl., entsprechend 60 ccm normalem Kochsaft. 


Regenerierungsversuche mit PreBsaft, welcher durch Stehen 
ohne Zuckerzusatz gdrunwirksam geworden ist. 

Ahnlich wie der HefepreBsaft, indem er seine Girtitigkeit 
ausiibt, also beim Stehen unter Zuckerzusatz, innerhalb 3—4 Tagen 
gérunwirksam wird, ahnlich verschwindet die Garwirkung des 
PreBsaftes auch beim Aufbewahren ohne Zuckerzusatz, wobei nur 
eine infolge des Glykogengehaltes der Hefe auftretende geringe 
Kohlendioxydentwicklung, die sogenannte Selbstgiirung, zu be- 
merken ist. Kann nun solcher durch Stehen girunwirksam ge- 
wordener PreSsaft durch Kochsaftzusatz noch regeneriert werden ¢ 
Die drei Versuche der Tabelle VIII zeigen, daB es nicht méglich 
ist. Der PreBsaft war immer durch dreitigiges Stehen bei 22° 


girunwirksam geworden, so dab, wie besonders gepriift wurde, 
auf Zusatz von Rohrzucker keine Kohlendioxydentwicklung mehr 
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eintrat. Die Garwirksamkeit konnte dann durch Kochsaftzusatz 
nicht mehr hergestellt werden. Es scheint demnach, daB bei 
dem Stehen des PreBsaftes ohne Zucker nicht nur das Ko-Enzym, 
sondern auch die Zymase zerst6ért wird. 


Tabelle VIII. 


Durch Stehen ohne Zuckerzusatz girunwirksam gewordener Preb3- 
saft kann durch Kochsaft nicht regeneriert werden. 





; Selbstgarung: Priifung ob gair-| Zusatz: 20 ccm Kochsaft +4 ¢ 
Her- 20 cem Saft unwirksam Rohrzucker + 0,2 ccm Toluol 


= | kunft  +02cem Toluol durchZusatzvon| Her- : ; P 
= des Kohlendioxyd in ¢ | 8 ¢ Rohrzucker | kunft Kohlendioxyd in g nach 
7, | Pref |__nach Tagen | Kohlendioxya | ich. banat 
1 2 3 | nacheinem Tage | saftes ] aa. | 4 
l B') 0,15) 0,21! 0,21 0,00 M — 0,01 0,02 | 0,02 
0,15 | 0,21 0,21 0,00 o - 0,01 | 0,02 | 0.02 
2 M') = 0,05 | 0,06 | 0,06 0,00 B 0,01; — | 0,02 | 0,02 
0,06 | 0,08 0,08 0,00 » 0,01} — | 0,02 | 0,02 
3 BY) |010' — | 016 0,01 B (0.00 — |0,01'0,01 
0,10' — | 0,16 0,01 ‘ 0,00 — | 0,00! 0,00 


') Dieser Prefsaft hatte von vornherein gute Giarkraft gehabt und 
sich, nachdem er durch Stehen mit Zucker seine Girkraft verloren hatte, 
durch Kochsaft M und B gut regenerieren lassen; es war der zu den Ver- 
suchsreihen 1 und 4 der Tabelle VI verwendete. 

*) Fiir diesen Prefsaft gilt ebenfalls das bei Anm. 1 gesagte, wovon 
wir uns durch einen Versuch besonders iiberzeugten. 


PreBsajt, durch Stehen ohne Zuckerzusatz gdérunwirksam ge- 
worden, liefert keinen wirksamen Kochsaft. 

Da auBer der Zymase auch das Ko-Enzym des Hefepreb- 
saftes beim Lagern verschwindet, wahrend also die Selbstgirung 
und Selbstverdauung vor sich geht, war zu vermuten, daB durch 
Aufbewahren girunwirksamer PreBsaft beim Aufkochen und 
Filtrieren keinen wirksamen Kochsaft mehr liefert. Zur Priifung 
wurde frischer HefepreBsaft B 4 Tage bei 22° unter Toluolzusatz 
aufgestellt und, nachdem ein Kontrollversuch ergeben hatte, dab 


nunmehr auch auf Zuckerzusatz keine Giirwirkung eintritt, durch 
Erhitzen im Wasserbad, Filtrieren, Aufkochen und abermaliges 
Filtrieren auf Kochsaft verarbeitet. Dieser wurde dann zugesetzt 
zu einer Probe desselben urspriinglichen PreBsaftes, die durch 
Zufiigen von Zucker und Toluol unter Ausiibung der Gartatigkeit 
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unwirksam geworden war. Zur Kontrolle kam genau derselbe 
Versuch mit normalem Kochsaft zur Ausfiihrung. Es ergab sich 
(vgl. Tab. IX), daB der Kochsaft aus dem selbstverdauten und 
selbstvergorenen PreBsaft unwirksam war und keine regenerie- 
rende Kraft besaB, wihrend der normale Kochsaft denselben 
unwirksam gewordenen PreBsaft in der gewohnten Weise wieder 


zur Wirkung brachte. 


Tabelle IX. 


Durch Stehen ohne Zuckerzusatz girunwirksam gewordener Prel- 
saft liefert keinen wirksamen Kochsaft. 





Garkraftbestimmung: 
20cem PreBsaft + 8 g Rohrzucker 
02 cem Toluol gaben Kohlen- 4% Rohrzucker Kohlendioxyd in g nach Tagen 
dioxyd in g nach Tagen + 0.2 cem Toluol 


Zusatz: Regenerationswirkung: 


und 

1 2 3 4 1 2 3 4 
} | 

0,65 | — 1,11 | 1,12 | 20cemnormaler 0,20 — 0,26 | 0,26 

0,65 | — 1,10 | 1,12 Kochsaft B 0,21 - 0,27 | 0,27 
sia tan aed 

0,65 | — | 1,10 | 1,12 | 2cemKochsaft) 9 9, 0,01 | 001 

a a aus girunwirk- 

062 | — 1,08 | 1,10 0,01 — 0,01 | 0,01 


samem Prefsatt 


Wie verhalt sich das Ko-Enzym des Kochsaftes gegeniiber 
proteolytischen Enzymen? 

Da das Ko-Enzym des PreBsaftes beim Stehen allmihlich 
verschwindet, muBte man vermuten, daB daran die wtbrigen 
Enzyme des Prebsaftes Schuld tragen. Zuniachst priiften wir, 
ob der Kochsaft durch lingere Behandlung mit Tryptase seine 
Wirkung einbiiBt, ahnlich, wie friiher nachgewiesen wurde, daB 
die gesamte Girwirkung des frischen PreBsaftes durch Digerieren 
mit Tryptase bedeutend herabgedriickt wird. Tabelle X (s. u.) 
gibt zunichst einen Doppelversuch, bei welchem frischer Preb- 
saft unter Zucker- und Toluolzusatz 4 Tage bei 22° aufgestellt 
wurde. Nachdem der PreBsaft auf diese Weise girunwirksam 
geworden war, erfolgte beim einen Teil zur Kontrolle Zusatz von 
normalem Kochsaft, beim andern Zusatz von Kochsaft, der 
vorher mit Tryptase wie folgt behandelt war: 50 cem Kochsaft 
wurden mit 1 g Tryptase angerieben, einen Tag bei 22° aufgestellt, 
dann 2 Minuten lang aufgekocht, filtriert und wieder auf 50 ccm 


= 
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aufgefiillt. Von der so erhaltenen Fliissigkeit wurden 20 cem 


zugesetzt. Auch der normale Kochsaft war hier, um den direkten 
Vergleich besser zu erméglichen, ebensolange aufgekocht und 
filtriert worden. Die iibrigen drei Versuche der Tabelle X sind 


ganz aihnlich angeordnet. Die Einwirkung der Tryptase wurde 


auf 1—3 Tage ausgedehnt und bei den Versuchen 2 und 3 an 
Stelle von normalem Kochsaft auf dem Wasserbade auf das 


Die Ver- 
4 fiihren zu dem Ergebnis, daB die Tryptasebehandlung 


halbe Volumen eingedampftes Priiparat angewandt. 
suche 2 
die Wirksamkeit des Kochsaftes nur wenig schidigt. Nur bei 
Versuch 1, zu welchem ein Kochsaft M von iiberhaupt geringer 
Regenerationswirkung Anwendung fand, zeigte sich eine Herab- 
minderung der Wirksamkeit des Kochsaftes durch Tryptase- 
behandlung auf etwa ein Drittel, also auch keine vdllige Ver- 
nichtung. Proteolytische Enzyme scheinen demnach nicht die 
Hauptursache des Verschwindens des Ko-Enzyms beim Lagern 
von PreBsaft zu sein. 


Tabelle X. 


Wirkung von Tryptase auf Kochsaft, gepriift durch Regenerierung 
von girunwirksam gewordenem PreBsaft. 





Girkraftbestimmung: 


h Regenerationswirkung: 
© | 20 ccm PreBsaft + 8 g¢ Rohr- Zusatz: a nieediiemel 7 ’ 
E zucker +-0.2cemToluol gaben 4e¢ ieee Kohlendi oxyd in ¢ pach 
& imassiee: be f ; Tagen 
= |KohlendioxydingnachTagen + (9 ¢em Toluol und 
A . : 
1 2 3 4 1 2 3 | 4 
1 0,80 | 0,93 | 0,94! 0,94 20 cem normaler | 0,10} 0,11 0,11 | 0.11 
0,80 | 0,94 | 0,94 | 0,94 Kochsaft M 0,10 | 0,11 | 0,11 | 0,11 
€ . $ —— . | 
0.81 | 0,94 0.95 | 0.95 oom psc a 0.03 0.03 0.04 | 0.04 
ocn- | 
0,80 | 0.94 0.94 0,94 | "eranderter Koch | 0.03 | 0,04 | 0,04 | 0,04 
saft M') 
2 | 0.51 | 0.59 | 0,59 | 0,59 20 cem konz.’) 0,11/ — | 017 0,19 
0,52 | 0,59 | 0,60 | 0,60 Kochsaft M 10,12; — | 0,18 0,19 
2 i 
| 0,50 | 0,58 | 0,59 | 0,5 eee | 0,07 | — | 0,13 | 0,14 
0,49 | 0,57 | 0,57 | 0,5 ; ‘ 10,07) — | 0,13 | 0,14 
| 469 | O04 | O07 1 O07) Kecheatt M%) | | 
") 1 Tag mit Tryptase behandelt. 


*) 200 cem normaler Kochsaft waren auf 100 cmm eingedampft worden. 
3) 2 Tage mit Tryptase behandelt. 
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| Gérkraftbestimmung: 


20 cem PreBsaft + 8 g Rohr- Regenerationswirkung : 








a 
4 i‘. é Zusatz: Kohlendioxyd in g nach 
= | zucker + 0.2 cemToluol gaben : om 
B | : : ps 4g Rohrzucker Tagen 
5 |Kohlendioxyd ingnach Tagen th oem Ceheak ual 
7, + OZ com oluol unt 
| 1 2 3 4 1 2 3 4 
3 | 0,81} — | 1,01 | 1,02 20"ceem konz.') 0,16 | 0,22 | 0,26 | 0,27 
0.81 1,00 | 1,00 Kochsaft M 0,17 | 0,22 | 0,26 | 0,26 
20 ce it Tryptase S . 
0,79 1,01 | 1,01 see = ses 88° 0,15 | 0,19 0,24 | 0,25 
vehandelter konz 
0.78 | — | 1,00] 1,00 : ; 0.15 | 0,19 0,22 | 0,24 
: Kochsaft M?) . 
4 | 0,65 111 | 113 20 cem normaler 0.20; — |0,.26, — 
0,65 1,10 | 1,12 | Kochsaft B 0,21 — 0,27 
20 ¢ it Tryptase 
0.64! — 112 1414 20 cem mit Pry ptase 0.18 0.99 
0.65} — | 1.131 1.14 behandelter Koch- 017\ — |021 
wii iis , saft B* . ‘ii 
,; 063; — ieee. O17 - 0,21 
} os desgl ‘) = 
0.63 Bae 1 328 . 0,17 - 0,22 


) 200 cem normaler Kochsaft waren auf 100 ccm eingedampft worden. 
2) 3 Tage mit Tryptase behandelt. 


>. 3 « - . 
\3 Tage , - “ 


Schadigt durch Lagern unwirksam gewordener Prefsaft den 
Kochsaft ? 

Wenn irgend welche Enzyme des HefepreBsaftes das Ko- 
Enzym zerstéren, so muBte Kochsaft durch alteren giirunwirksam 
gewordenen PreBsaft geschadigt werden. Zwei Versuche (siche 
Tab. XI) beweisen in der Tat, daB Kochsaft, der, einen Tag mit 
altem PreBsaft vermischt, bei 26° gehalten worden war, seine 
ganze Regenerationswirkung auf girunwirksam gewordenen Preb- 
saft eingebiiBt hatte. Der fiir diese Versuche verwendete alte 
PreBsaft war durch 3 Tage langes Stehen von frischem Hefepreb- 
saft bei 22° erhalten worden und besaB, wie ein Kontrollversuch 
zeigte, fiir sich keine Garwirkung mehr auf Zucker. Nachdem er 
mit dem Kochsaft in der angegebenen Weise gestanden hatte, 
wurde das Ganze aufgekocht, filtriert und nach dem Abkihlen 
zu PreBsaft gesetzt, der durch Garung unter Zuckerzusatz un- 
wirksam geworden war. Es erfolgte keine Regenerationswirkung, 
wiahrend in den Kontrollversuchen derselbe Kochsaft, mit dem- 
selben alten PreBsaft versetzt, aber dann sogleich aufgekocht 
und filtriert, garunwirksamen PreBsaft lebhaft regenerierte. 
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Tabelle XI. 
Wirkung von gelagertem PreBsaft auf Kochsaft, gepriift durch 
Regenerierung von girunwirksam gewordenem PreBsaft. 





| 


Garkraftbestimmung: 


= |20cecm Prefsaft +8 g Rohr- Zusatz: Regenerationswirkung: 
g | zucker + 0.2ccem Toluol 4@ Rohrsecker Kohlendioxyd in g nach 
= | gaben Kohlendioxyd ing ea Tol ! Tagen 
= nach Tagen + 0,6 com Loluo 
A | und 
1}; s]3s{ 4] 1 | 2 | 3 
1 | 0,70) 1,12) 1,15 1,17 | 20cem Kochsaft' 0,19 0,26 0,31 
0,70 | 1,12 | 1,17 | 1,18 (Kontrolle) 0,18 0,25 0,30 
be . 20 ecm Kochsaft mit 
0,70 | 1,12 | 1,16 | 1,17 | 9 neo. ane, “7 “er 0,01 001 001 
a oe ¢ » = 
0,70 | 1,12 | 1,15} 1,16)” ~® 0,01 001 | 0.01 


saft behandelt 


' 0,60 | 1,01 | 1,09 | 1,09 (Kontrolle) 0.21 | 0.33 | 0,36 


| OF a . 
0,64 | 1,04! 1,11 ai oe otog kn” AE 
0,63 | 1,06 | 1,10 | 1,10 5 Tage altem Pres- 

~ : ra saft behandelt 


') Wie im Text erwahnt behandelt. 


2 | 0,62 | 1,02 | 1,08 | 1,09 | 25 ccm Kochsaft*) | 0,20 | 0,30 | 0,33 


0,01 
0,01 | 0,01 | 0.01 


Wirkung von altem Prefsaftsirup auf Kochsaft. 

Dampft man den frischen HefepreBsaft im Vakuum ein, 
so erhalt man einen dickfliissigen PreBsaftsirup, der beim richtigen 
Verfahren noch gute Girkraft auf Zucker besitzt. Beim Lagern 
geht aber letztere innerhalb weniger Wochen verloren, die proteo- 
lytische Wirkung des PreBsaftsirups bleibt dagegen monatelang, 
wie wir durch besondere Versuche mit Verfliissigung von Gelatine 
festgestellt haben, erhalten. Wir behandelten nun Kochsaft mit 
solchem Pref saftsirup, der 36 Tage bzw. 6 Monate alt war, indem 
wir das Gemenge 1—3 Tage bei 22° stehen lieBen. Dann wurde 
aufgekocht und das Filtrat zu garunwirksamem PreBsaft gesetzt, 
um die Regenerationswirkung zu priifen. Zu Kontrollversuchen 
wurde derselbe Kochsaft mit dem betreffenden PreBsaftsirup 
gemischt, dann aber sofort aufgekocht und filtriert; die Regene- 
rationswirkung war dann immer eine gute. Die vorliegenden drei 
Versuche (s. Tab. XII) zeigen, daB 36 Tage alter PreBsaftsirup 
bei eintagiger Einwirkung auf Kochsaft dessen Regenerations- 
wirkung, also seinen Ko-Enzymgehalt, auf die Halfte herabsetzt 
(Versuch 1), bei dreitagiger Einwirkung vollig vernichtet (Ver- 
such 2), wahrend der '/, Jahr alte PreBsaftsirup die Wirksamkeit 
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des Kochsaftes weder nach zweitigiger Behandlung (Versuch 3) 
noch nach dreitiigiger (Versuch 2) deutlich schiidigt. Der wirk- 
same Stoff des PreBsaftes, welcher das Ko-Enzym schiadigt, ist 
demnach im 36 Tage alten PreBsaftsirup noch vorhanden, nicht 
aber mehr in dem 6 Monate alten, obwohl beide PreBsaftsirupe, 
wie besonders festgestellt wurde, die gleiche lésende Wirkung 
auf Gelatine ausiibten. Es kann sich demnach bei dem Ver- 
schwinden des Ko-Enzyms nicht um eine Wirkung der pro- 
teolytischen Enzyme, speziell der Endotryptase, handeln. 


Tabelle XII. 
Wirkung von altem PreSsaftsirup auf Kochsaft, gepriift durch 
Regenerierung von gérunwirksam gewordenem Prebsaft. 





Garkraftbestimmung: Rensnetionsatinae: 











5 | 20ccm PreBsaft B +8¢ Rohr- ; . TE ; 
E zucker +0,2ccm Toluol gaben 4e a | meena hy € sack 
s | KohlendioxydingnachTagen +02 cem Toluol und 
Zi | —e| TU 
1 2 3 4 i 2 Sis 
1 | 0,53) — | 0,71! 0,71) 20 ccm Kochsaft*) 0,23 | 0,24 | 0,26 | 0,26 
0,54 | — | 0,71 | 0,71 (Kontrolle) | 0,23 | 0,25 | 0,26 | 0,26 
| | 20 cem Kochsaft B, | | | | 
0,53 | — | 0,70 | 0,70 | mit 36 Tage altem | 0,10 | 0,11 | 0,12 | 0,12 
0,53 | — | 0,71 0,71 | PreBsaftsirup be- | 0,10 | 0,11 | 0,13 | 0,13 
handelt’) | | 
2 | 0,69) — | 1,13 | 1,14 | 20 ccm Kochsaft*) | 0,15 | 0,21 | 0,23 | 0,24 
0,71 | — | 1,16 | 1,17 | (Kontrolle) | 0,14 | 0,20 | 0,21 | 0,22 
20 cem Kochsaft B, 
| 0,70 | — | 1,15 | 1,20] mit 36 Tage altem | 0,01 | 0,01) — . 
10,70} — | 1,14 | 1,18 PreBsaftsirup ge- | 0,01 | 0,01) — _ 
| standen*) | 
| | 9 , . 
|0,23 | — | 1,16 | 1,17 | 7 com Rochen mi | 0,15 | 0,20 | 0,22 | 0,28 
al wes $¢ - aa ( | 91 | 99 
hit | 1,15 | 1,16 | safcionp quiendea?) 0,14 | 0,19 | 0,21 | 0,22 
3 | 0,89 | 1,04 | 1,05 | — | 20 eem Kochsaft*) | 0,19 | 0,25) — | 0,28 
0,90 | 1,04 | 1,04) — (Kontrolle) 0,17 | 0,23) — | 0,26 
| 20 cem Kochsaft M, | | 
0,91 | 1,03 | 1,04, — | mit */, Jahr altem | 0,17 / 0.23! — | 0,25 
0,90 | 1,03 | 1,04; — | PreBsaftsirup ge- | 0,18 | 0,23) — | 0,25 
standen’) 


") 1 Tag lang bei 22°. 
*) 3 Tage bei 22°. 
3) 2 Tage bei 22°. 


*) Wie im Text erwihnt behandelt. 
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Sind es Lipasen, welche das Ko-Enzym zerstoren? 

Um zu untersuchen, ob es vielleicht ein den Lipasen nahe- 
stehendes Enzym sein kénnte, welches das Ko-Enzym im PreB- 
saft beim Lagern zerstért, haben wir einige Versuche iiber die 
Einwirkung von Lipase-Emulsion aus Ricinussamen auf Kochsaft 
ausgefiihrt. Zunichst aber muBte festgestellt werden, ob eine 
derartige Lipase-Emulsion nicht an und fiir sich, selbst in erhitztem 
Zustand, die Girkraft von PreBsaft in bedenklicher Weise schadigt. 
Drei Versuche (s. Tab. XIII), bei deren erstem der PreBsaft nur 
mit Wasser, bei deren zweitem mit auf 100° erhitztem Lipase- 
praparat, bei deren drittem endlich mit nicht erhitztem Lipase- 
praparat versetzt wurde, ergaben, daB die Garwirkung durch 
das wirksame Enzympraparat nur um etwa 10% herabgedriickt 
worden war, durch das aufgekochte dagegen nicht nennenswert. Die 
beabsichtigten Versuche mit Ricinuslipase waren demnach zulassig. 


Tabelle XIII. 
PreBsaftgirung und Lipase-Emulsion aus Ricinussamen. 


— 
® 


« 


20 ccm Prefsaft + 5 ccm Wasser bzw. erhitztes und nicht erhitztes 
Lipasepraparat + 8 g Rohrzucker + 0,2 ccm Toluol. 22°. 























» | Kohlendioxyd ing 

q PreSsaft | Zusats von nach Tagen 

: Ss 

j= )} 1 | 2 | 38 |] 4 

= —" = ; - | aH | | 

1 20 | 8 ems Wane | 0,73 | 0,86 | 0,88 | 0,88 
20 | | 0,73 | 0,86 | 0,87 | 0,88 

2| 20 | 5 ccm Lipasepraparat, | 0,67 | 0,82 | 0,85 | 0,86 
20 | erhitzt 0,68 | 0,84 | 0,88 | 0,86 

3} 20 | 5 ccm Lipasepriparat, | 0,63 | 0,76 | 0,78 | 0,78 
20 | nicht erhitzt | 0,61 | 0,74 | 0,75 | 0,75 





Uber die Einwirkung von Lipase-Emulsion auf Kochsaft liegen 
drei Versuche mit zwei verschiedenen Lipasepriiparaten aus 
Ricinussamen vor, fiir die wir Herrn Dr. E. Hoyer zu Dank 
verpflichtet sind. Beim ersten und dritten wurde der Kochsaft 
bei 37° mit der Ricinuslipase digeriert, beim zweiten nur bei 26°, 
aber dafiir 3 Tage lang, wie beim ersten Versuch, wogegen beim 
dritten die Einwirkung schon nach einem Tage unterbrochen wurde. 
Wiahrend bei den Versuchen 1 und 2 normaler Kochsaft in An- 
wendung kam, wurde bei Versuch 3 konzentrierter Kochsaft 
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beniitzt. Infolge der groBen Menge von anwesendem Ko-Enzym 
und der kurzen Zeit des Digerierens war bei Versuch 3 die Lipase- 
wirkung noch keine vollstandige und noch deutliche Regenera- 
tionswirkung vorhanden, wihrend bei Versuch 1 und 2 die Wirkung 
des mit Lipase behandelten Kochsaftes auf giirunwirksam ge- 
wordenem PreBsaft ausblieb. Nach der Einwirkung war das 
Gemenge von Lipase-Emulsion und Kochsaft beim ersten Versuche 
direkt zu girunwirksam gewordenem PreBsaft, beim zweiten und 
dritten nach dem Erhitzen auf 100° und Kolieren zugesetzt 
worden, letzteres um die Lipasewirkung wahrend der Garkraft- 
bestimmung auszuschalten. Bei jedem Versuche wurde ein be- 
sonderer Kontrollversuch ausgefiihrt, bei welechem Kochsaft mit 
vorher erhitzter Lipase-Emulsion ebensolange digeriert wurde wie 
bei den Hauptversuchen. Der Kochsaft der Kontrollversuche 
zeigte dann noch gute Regenerationswirkung auf girunwirksam 
gewordenen PreBsaft. Die Frage, welche sich als Uberschrift 
dieses Kapitels findet, muB demnach bejaht werden. Es scheinen 
hauptsiachlich Lipasen zu sein, welche das Ko-Enzym des Preb- 
saftes vernichten. 


Tabelle XIV. 
Wirkung von Lipase-Emulsion auf Kochsaft, gepriift durch 
Regenerierung von girunwirksam gewordenem PreBsaft. 











| Garkraftbestimmung: a ee 

© | 20 ccm PreBsaft+ 8 g Rohr- Zusatz: K ne dioxya i “a 

5 | zucker +0,2ccmTuluol gaben 4¢ Rohrzucker a .~ 7 oo 

E Kohlendioxyd ing nach Tagen) +02 ccm Toluol agen 

A sd (anes Dae und | ree tama oem a 
1| 2 | 3 {i |2]3 {4 





+ | 
1 | 0,69 | 0,97 | 0,99 | va 20 cem Koehsaft!) | 0,14 | 0,16 | 0,17 | 0,17 


0,69 | 0,98 | 0,99 | 0,99 (Kontrolle} | 9, 15 | 0,17 | | 0,17 | 0,17 


| 0,69 | 0,97 | 0.98 | 0,98 | (20 com Kochsaft, mit. 0,01 02 0,03 | 0,03 
| 0.67 | 0.96 | 0,96 | 0.96 | Lipasepriparat be- 0.01 | 0,02 - 0,03 


| handelt*) | 
2 | 0,67 | 1,09 | 1,13 | Lid 20 cem Kochsaft’) 0.16 0,19 | 0,20 | 0,21 


— 113/113) (Kontrolle) | 0.17 | ine ted 0,22 
1,09 | 1,12 | 1,19 |20 ccm Kochsaft, mit) 5 0) babe 0,01 


1,09 | 1,13 | 1,13 | tapeee- Emulsion be-| 4 1 | 0,01 | 0,01 | 0,01 
handelt*) 


*) Wie im Text idihes behandelt. 
*) 3 Tage bei 37°. 
3) 3 Tage bei 26°. 


0,65 
0,66 








36* 
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Tabelle XIV (Fortsetzung). 





Garkraftbestimmung: 





5 | 20 ccm PreBsaft + 8 g Rohr- Zusatz: | Regenerationswirkung: 
g | zucker+0,2cem Toluol gaben 8 Kohlendioxyd in g nach 
= Kohlendioxyd in g nach 4g Robrencker | T 
3 Tagen +02cem Toluol | — 
vA und | : 
| 4 2/13 4 1 2 si-¢ 
3 | 0,78 | 1,05 | 1,07} — |25cem konz.) Koeb-| 0,35 | 0,50 | 0,52 | 0,54 
0,80 | 1,05 | 1,07| — | saft*) (Kontrolle) | 0,36 | 0,50 | 0,52 | 0,53 
ro ee, 25 konz. Koch- | 
0,81 | 1,06 | 1,07) — dak ak wt “it | 0,10 | 0,14 | 0,15 | 0,16 
10,79 | 1,05 1,06) — re ay | Os10 | O14 | 0,15 | 0,16 


emulsion behandelt?) 


*) Wie im Text erwihnt behandelt. 
*) 1 Tag bei 37°. 
*) 170 ecem normaler Kochsaft waren auf 100 ccm eingedampft worden. 


Herstellung von PreBsaft aus PreBkuchenriickstinden 
mittels Kochsajt. 


Wenn das Garungsenzym tatsichlich aus zwei verschiedenen 
Bestandteilen, der Zymase und dem Ko-Enzym, besteht, von 
denen das Ko-Enzym dialysierbar und in Wasser leicht ldslich ist, 
so war es interessant, zu versuchen, ob man aus dem Riickstande 
beim Auspressen der zerriebenen Hefezellen, dem sogenannten 
PreBkuchen, nicht durch Kochsaft auBerordentlich wirksame 
PreBsifte herstellen kann. Der PreBkuchen wird fiir gewohnlich 
kein Ko-Enzym mehr aufweisen, da dieses, im Safte gelost, aus- 
gepreBt wurde. In der Tat ergaben zwei Versuche (s. Tab. XV), 
daB man mit Hilfe von Kochsaft aus dem PreBkuchen noch sehr 
wirksame PreBsifte darzustellen vermag. Im ersten Versuch 
wurden z. B. aus 1 kg Berliner Hefe 490 ccm PreBsaft gewonnen, 
dessen Girkraft fiir 20 cem 1,41 g Kohlendioxyd betrug. Der riick- 
stindige PreBkuchen wurde mit 300 ccm Kochsaft B abermals 
zerrieben und mit Hilfe der hydraulischen Presse 330 ccm PreB- 
saft abgepreBt, die eine Garkraft von 1,44 g Kohlensiuregas fiir 
20 ccm aufwiesen, also nicht weniger als der urspriingliche 
PreBsaft. Aus 1 kg Hefe sind demnach unter Zuhilfenahme von 
Kochsaft im ganzen 820 ccm PreBsaft mit ausgezeichneter Wirkung 


erhalten worden. 
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Der zweite Versuch, mit Miinchener Hefe angestellt, ergab 
auch ein ahnliches Resultat, nur war hier die Girkraft des mit 
Kochsaft hergestellten Auszuges aus dem PreBkuchen wesentlich 
schwacher als die des urspriinglichen Saftes. Auch hier scheint 
sich die Miinchener Hefe weniger zu eignen als die Berliner. 


Tabelle XV. 
Kochsaft als Extraktionsmittel des riickstandigen PreBkuchens. 





Garkraft: 20 ccm PreBsaft + 8¢ Rohr- 





z | Nahere Bezeichnung zucker + 02ccm Toluol. 
eI des Kohlendioxyd in g nach Tagen 
7, | PreBsaftes 
"t ; 1 2 | 3 4 5 6 
1 Normaler Prefsaft B, aus 1 kg 0,76 1,22} 1,37 | 1,39 1,41 
Hefe erhalten: 490 ccm Saft 0,76 1,22} i,37 | 1,40 1,42 
| Durch Extrahieren des riickstin- 
| digen PreBkuchens mit 300 ecm 
Kochsaft B erhaltener PreB- 0,56 1,07 | 1,30/)1,39, — | 1,46 
saft: 330 cm... . . «| 0,55; 1,02] 1,26); 1,34; — | 1,42 
2 ,_ Normaler Prefsaft M, aus 500g 1,14 1,50 1,55 — = 1,56 
Hefe erhalten: 250 cem Saft 1,15 1,51 1,55 — _ 1,56 - 
Durch Extrahieren des riickstan- 
digen PreSkuchens mit 150 cem 
Kochsaft M erhaltener Pref- | 0,44 0,80 089 — 0,92, — 
saft: 175 cm. . .. . ./|0,44'0,81'090 — | 0,93 | 


Einwirkung von glycerinphosphorsaurem Natrium auf die Gar- 
wirkung des Prefsaftes. 


Zusitze von Natriumphosphat und von Lecithin erhéhen 
die Garwirkung des PreBsaftes. Um zu priifen, ob auch andere 
Organophosphorsaureverbindungen ahnlich wirken wie die letzt- 
genannte Substanz, haben wir eine gréBere Anzahl von Versuchen 
mit glycerinphosphorsaurem Natrium ausgefiihrt, welches in 
75 prozentiger wasseriger Loésung als Sirup in den Handel ge- 
bracht wird'). Es zeigt sich dabei, daB auch diese organische 
Phosphorsaureverbindung einen besonders die Angiirung er- 
hdhenden EinfluB ausiibt (s. Tab. XVI). 


1) Bezogen R. von Schering, Chausseestr. 19, Berlin. 
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Tabelle XVI. 


PreBsaft und glycerinphosphorsaures Natrium. 


PreBsaft, verdiinnt und unverdiinnt, + wechselnde Mengen glycerinphosphor- 
saures Natrium -+ 8 g Rohrzucker -+- 0,2 ccm Toluol. 22°. 

















Zusatz von 
2 Pecheatt | glycerin- Kohlendioxyd in g nach Tagen 
5 Wasser | Phosphors. : 

J, Natrium') ‘ ; | 
PAA cm |; cm | 6 I rome 3 | 4 
1 | 2 | o | 0 | o7o | og6 | — | og7 
2 20 | O | 0 0,72 | 0,90 | — | 0,90 
3 20 | O 2,7 1,23 | 1,44 ~- | O80 
4 20 0 27 | 1,25 | 1,44 : 1,46 
5 10 | 10 0 | 024 | 0231 — | 032 
6 1 | 100 | oO | oa | o31 | — | O31 
7 10 | 10 | O66 | O41 | O51 | — 0,52 

10 | 10 0,66 0,42 | 0,50 — | 051 
10 10 | 27 logs | ost | — | ops 
10 | 10 | 10 | 27 | o6 | ogo | — | ogs 
1 6|—6|620 0 0 104 | 131 | 1,33 | 1,33 
12 20 0 0 1,03 | 1,27 1,30 | 1,30 
13 20 0 1,35 149 | 1,75 | 1,76 | 1,76 
14 20 0 1,35 153 | 1,77 | 1,79 | 1,79 
15 20 0 2,7 159 | 186 | 1,87 | 1,87 
16 20 0 2,7 1,62 | 188 1,89 | 1,89 
17 20 0 4,0 164 | 1,91 | 1,93 | 1,93 
18 20 0 4,0 164 | 1,92 | 1,94 | 1,94 
19 10 10 0 | 036 | 048 | 0,50 | 0,50 
20 10 10 0 0,37 | 0,50 | 051 | 0,51 
21 10 | 10 0,66 | 0,64 | 086 | 089 | 089 
2 | 10 | 10 0,66 0,65 | 0,86 | 088 | 0,88 
23 | 10 | 10 2,7 0,89 | 108 | 141 | 1,12 
a} 0 | 0 | 37 0.90 | 1,09 | 1,12 | 1412 





*) Die Zahlen beziehen sich auf das 75proz. Praparat von Schering. 


In Tabelle XVII finden sich vergleichende Versuche zwischen 
sekundirem Natriumphosphat, Lecithin und glycerinphosphor- 
saurem Natrium. Beim ersten Versuch wurden die drei Stoffe in 
solchen Mengen verwendet, daB annihernd gleichviel Phosphorsaure 
zugesetzt war, wobei allerdings zu bemerken ist, daB das Lecithin 
gréBtenteils als Emulsion bzw. als halbfeste Masse auf der 
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Oberfliche die Fliissigkeit vorhanden war. Unter diesen Um- 
standen wirken diese drei Stoffe in gleichem MaBe die Girwirkung 
erhdhend. Bei den beiden andern Versuchsreihen der Tabelle 
wurden dieselben Mengen der drei Substanzen zugesetzt, wobei 
sich Lecithin und glycerinphosphorsaures Natrium dem Natrium- 
phosphat gegeniiber vielleicht als etwas tiberlegen erwiesen. 


Tabelle XVII. 
Vergleich von glycerinphosphorsaurem Natrium mit sekundarem 
Natriumphosphat und Lecithin. 

















=| 18 | - Zusatz von ’ ; 
5 | = 3 % glycerinphos-| sekundairem | Kohlendioxyd in g 
= 8 =|! phorsaurem | Natrium- Lecithin | nach Tagen 
21% we Natrium’) | phosphat*) |— 
>| ccmiccm) sg a g |g |} 1} 2 3 | 4 5 
ml arlolol  — — | = __ 0,50:0,95/0,99 1,00 1,00 
i2i20'0} - a oe 0,490.91 0.94 0,96 0,96 
/ 3/10/10} - —— ~ 0,16 0,31/0,33 0,3410,34 
4/10/10) — - — 0,17 0,81 0,38 0,33 0,34 
5|10'10; = 0,45 _ —- 0,33 0,62 0,64 0,66 0,66 
610/10). 0,45 _ — 0,34 0,63/0,65 0,66 0,66 
7/10) 10| _ 0,72 | —  0,30/0,63 0,64 0,64/0,65 
8 10/10) _ 0,72 — 0,31/0,640,65)0,660,67 
9/10 10' _ _ 1,6 —0,17/0,44'0,57/0,640,65 
10 10 10 — 1,6 — (0,17/0,43 0,55 0,61 0,62 
HW} 12);0; — _ — — |1,12/1,26|1,29)1,29] — 
2 20) 0) a — — 1,10 1,24 1,26 1,26; 
3 10} 10 - , 0,37 0,40,0,41 0,41) — 
4 1010 — -- — 0; 35 0,37/0,88 0,88 — 
5 10/10 1,0 — —  0,74)0,8410,84 0,84) — 
6 10} 10 1.0 — _ 0,73 0,83 0,84 0,85, - 
710/10 — 1,0 — — 0,650,70/0,720,72' — 
8 10} 10 ~_ 1.0 — — 0,64/0,70(0,71 0,72, - 
; 9,10} 10 — | 10 0, 52 0,73 0,84 0,88 0,89 
10/10] 10 - — | 1,0 0,51/0,710,81 0,85 0,86 





‘) Die bei diesem Versuche zugesetzten Mengen von glycerinphos- 
phorsaurem Natrium, Natriumphosphat und Lecithin sind so gewahlt, daB 
sie in ihrem Phosphorsiuregehalt annahernd gleich sind; es muf aber be- 
merkt werden, daf da® Lecithin nicht gleichmafig in der Fliissigkeit ver- 
teilt. bleibt. 

*) Die Zahlen beziehen sich auf die wasserfreie Verbindung. 

*) Na,HPO, + 12 H,0O. 
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Tabelle XVII (Fortsetzung). 





4 i 2le Zusatz von ; 

& 5 g Z glycerinphos-| sekundirem paging =¢ 

E E Els oe tne Lecithin ane ogee 

s A. ie WE a _ | p - at?) ; TaTeavlatTs 

Ill 1.20 0 - | —  0,72:0,940,96 0,96) — 
9| —|— - — -—|-|-| 
3/10, 10 ~ —  0,27,0,32.0,33'0,34| 
410/10 - - —  0,27:0,34/0,35 0,36) 
5.10/10 1.0 ; —  0,52.0,69'0,72/0,73) — 
6 10.10 1.0 ai —  0,5210,6810,73'0,74! 
7:10 10 1,0 0,48'0,57 0,60 0,61) 
8 10 10 1.0 —  0,460,570,59 0,59) — 
910 10 1,0 0,29.0,510,58 0,62'0,63 
10,10 10 ~ 1,0 0,29.0,50 0,56 0,59'0,59 


) Die Zahlen beziehtn sich auf die wasserfreie Verbindung. 
Na, HPO, -+ 12 H,O. 
’) Durch Bruch des Kolbens verungliickt. 


Wiahrend nach den Ergebnissen dieser Versuche ein Zusatz 
von glycerinphosphorsaurem Natrium die zellfreie Girung nicht 
unbetrichtlich erhéht, kann es doch nicht an Stelle von Koch- 
saft, etwa zur Regenerierung von giirunwirksam gewordenem 
PreBsaft, Anwendung finden, ebensowenig wie Zuckerlésung 
(Kontrollversuch). Ein ausfiihrlicher Versuch gibt dariiber Auf- 
schluB (s. Tab. XVIII). Die Glycerinphosphors&ure steht dem- 
nach dem Ko-Enzym wahrscheinlich nicht sehr nahe. 


Tabelle XVIII. 
Wirkt glycerinphosphorsaures Natrium regenerierend wie Kochsaft ? 





Garkraftbestimmung: 


20 ccm PreBsaft B-+8¢ Rohr- Regenerationswirkung: 


Zusatz: | Kohlendioxyd in g nach 








zucker +0,2ccm Toluol gaben J a | Minted 

Kohlendioxyd ingnachTagen | *s —— onan 
BVrnre tisitate 
pe T oo y —— 
0,83 | 0,99 | 1,02 | 45 com Wasser 0,01 | 0,01; — | — 
0.84.) 1,03 | 1,04 | © 0,01 | 0,01; — | 
0,89 | 1,04 | 1,05 | 20 ccm normaler Koch- | 0,19 | 0,25 | — | 0,28 
0,90 | 1,04 | 1,04 | saft B | 017 | 0,23) — | 0,26 

2 

0.88 | 1,03 | 1,04 n ears eee 000/001, —  — 
miiegiis | oe | 001 EGE gh on 


Natrium (wasserfrei) 
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Phytin und die zellfreie Garung. 


Unter den in der Natur weitverbreiteten, fabrikmaBig dar- 
gestellten organischen Phosphorsiureverbindungen ist noch das 
Phytin, welches fiir Versuche mit zellfreier Garung geeignet er- 
schien. Die Gesellschaft fiir Chemische Industrie in Basel 
hat auf unsere Bitte zwei Praparate eingesandt: Phytin purum, 
welches als saures Calciummagnesiumsalz bezeichnet wird, und 
neutrales Phytinnatrium. Beim Zusatz dieser Priparate zu 
frischem HefepreBsaft zeigte sich, daB auch das neutrale, und 
vielmehr noch das saure, obwohl letzteres im PreBsaft nur teil- 
weise léslich ist, schidigende Wirkung ausiiben; im Gegensatz 
zu Lecithin, glycerinphosphorsaurem Natrium und sekundirem 
Natriumphosphat bringen also Phytinpriiparate die zellfreie 
Garung nicht rascher in Gang; wahrscheinlich werden sie durch 
die Enzyme des PreBsaftes vorzeitig unter Bildung von schad- 
licher freier Phosphorsadure zerlegt. 


Tabelle XIX. 
PreBsaftgirung bei Zusatz von Phytin. 


Je 20 com PreBsaft +8 g Rohrzucker + wechselnde Mengen Phytinpriparat 
+ 0,2 cem Toluol. 22°. 





¢ | Prefsaft | Zusatz Kohlendioxyd in g nach Tagen 
= | 

= | 

Z. ccm | ; es 1 2 3 4 
1 20 0 — | 081 | 097 | 098 | 099 
2 20 0 — | 081 | 095 | 096 | 097 
3 20 Phytin- | 0,5 | 043 0,64 | O71 | 0,73 
4 20 natrium 0,5 0,41 0,62 0,69 0,72 
5 20 20 | 032 | 052 | 062 | 067 
’ desgl. ‘ : 
6 | 2 20 | 033 | 054 | 064 069 
7 | 2 Phytin | 05 | 049 | 0,67 | 0,73 | 0,74 
8; 2 purum | 0,5 | 0,49 0,70 0,75 | 0,76 
9 | 2 deep | 20 | O15 | 0,16 | 0,16 | 0,16 
10 20 i 20 019 | 020 | 020 . 0,20 


Prefsaft und primares Kaliumphosphat. 
Im folgenden sind noch einige Versuche mit primarem Kalium- 
phosphat (KH,PO,) beziiglich seiner Wirkung auf die PreBsaft- 
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girung, die bisher noch nicht untersucht war, zusammengestellt. 
Aus Tabelle XX ergibt sich, daB ein Zusatz von 2,5% dieses 
Salzes die Angarung stark beschleunigt, waihrend die Gesamtgir- 
wirkung eher etwas herabgedriickt wird. Ein Zusatz von 10% 
aber schadet, wahrscheinlich infolge der sauren Reaktion, auBer- 
ordentlich. 


Tabelle XX. 
PreBsaft und primares Kaliumphosphat. 





20 ccm Prefsaft -+- Kaliumphosphat -+- 8 g Rohrzucker -+- 0,2 cem Toluol. 22°. 

















. | Primares | TOO 

ov 

2 | PreBsaft | Kalium- | Kohlendioxyd in g nach Stunden 

Ee | phosphat |_ ieedgcaciaieaeeislrame 

ome | « | 5 | 2 48 | 72 | 96 

1 | 29 o | o10 | 062 | 077 | 0,79 | 0,79 

| 

2/ 20 0 012 | 061 | 0.77 | 0,78 | 0,78 

3| 29 05 | 020 | oss | 0,74 | 0,76 | 0,76 

4 | 20 05 | o21 | 057 | 073 | 075 | 0,75 
| 

5 | 20 | 2,0 0,05 | 0,20 | 0,27 | 0,28 | 0,28 

6 | 20 | 20 — 0,05 | 018 | 0,25 | 026 | 0,26 


In Tabelle XXI ist dann die Wirkung von primaérem und 
sekundirem Kaliumphosphat nebeneinander gestellt, und zwar 
wurden molekulare Mengen der beiden Salze angewandt, und 
so viel von beiden, daB der Phosphorsiuregehalt 2 g krystalli- 
siertem Dinatriumphosphat entspricht. 2 g Na,HPO,+ 12 H,O 
hat sich namlich bei ausfiihrlichen friiheren Versuchen als der 
optimale Zusatz erwiesen. Es ergab sich, daB sekundares Kalium- 
phosphat viel giinstiger wirkt als primires, welch letzteres die 
Giarwirkung des Saftes in einer Konzentration von 3,8% bereits 
sehr stark herabdriickt, wihrend 4,8% sekundires Kaliumphos- 
phat die Garkraft um etwa die Hialfte erhéht. Wahrscheinlich 
wird die saure Reaktion des primiren Salzes hieran Schuld 
tragen. 














| 
} 
| 
} 
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Tabelle XXI. 


Vergleich von primaérem mit sekundérem Kaliumphosphat. 


20 ccm PreBsaft + molekulare Mengen von Mono- bzw. Dikaliumphosphat 
+-8 g Rohrazucker + 0,2 ccm Toluol. 22°. 














— 

3 —_— Primires | | Sekunaares Kohlendioxyd in g nach Tagen 

a aoe os — 

Z ccm xz 2 .-. 2 

— — ————SEEESESSEEEEEEEEEEEe a ——————— | — —--—--— 

1 20 0 | 0,55 | 1,14 | 1,20 1,20 

2 2” 0 | 0 053 | 113 | 1,19 1,20 
| 

3 20 0,76") | 0 0,33 0,65 | 0,70 0,75 

4 20 0,76 | 0 «0,36 ©0688 | 0,73 0,78 

5 20 0 | 0,97) | 1,03 | 1,75 | 1,79 | 1,81 

6} 2% 0 | 097 | 108 | 1,76 | 1,79 | 1,81 





‘) Die Zusitze sind so gewahlt, daB in beiden Fallen gleiche Mengen 
von Phosphor zugefiigt wurden, und zwar ebensoviel als in 2 g kryst. 
sekundirem Natriumphosphat vorhanden sind, welch letztere Menge sich 
bei friiheren ausfiihrlichen Versuchen als giinstig erwiesen hat. 
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